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RESUME 
 
Le VEGF-A est l’un des facteurs de croissance les plus importants au cours de la néo-angiogenèse 
tumorale. Ce rôle en a fait une cible de choix pour le développement de thérapies. Ainsi, différents 
médicaments le ciblant (Bevacizumab, AvastinR) ou ciblant ses voies de signalisation (inhibiteurs des 
récepteurs VEGFR) sont actuellement utilisés en clinique, notamment dans les adénocarcinomes 
pulmonaires. Cependant, malgré des résultats initiaux prometteurs, un grand nombre de patients 
apparaissent d’emblée résistants ou échappent à ces thérapies, voir même développent des tumeurs 
plus agressives. A ce jour, il n’existe aucun moyen d’identifier les patients susceptibles de répondre à 
ces thérapies. Récemment, de nouveaux variants d’épissage du VEGF-A issus d’un épissage alternatif 
différentiel au niveau du dernier exon ont été identifiés, les isoformes VEGFxxxb. A l’inverse des 
VEGFxxx, ces variants sont anti-angiogéniques. Si les effets paracrines des isoformes du VEGF-A sur 
les cellules endothéliales ont été bien caractérisés, bien peu d’études se sont penchées sur leurs effets 
autocrines sur les cellules tumorales qui expriment à leur surface les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2. 
Dans ce contexte, le but principal de notre étude était de déterminer le statut d’expression et les 
fonctions biologiques de l’isoforme VEGF165b dans les tumeurs primaires et dans des modèles 
cellulaires dérivés de Carcinomes Pulmonaires Non à Petites Cellules (CBnPCs). Nos résultats 
identifient des profils d’expression variables du VEGF165b chez les patients atteints de CBnPCs, et 
montrent que de hauts niveaux intratumoraux de VEGF165b sont associés à un envahissement 
ganglionnaire. De plus, nos résultats identifient une boucle autocrine au travers de laquelle l’activation 
des récepteurs VEGFR1/VEGFR2 par le VEGF165b conduit à l’apparition de cellules tumorales 
présentant un phénotype plus invasif. Finalement, nous montrons que le traitement des cellules 
tumorales par le Bevacizumab (BVZ) mais aussi par les sels de platine auquel il est associé en clinique 
augmente l’expression du VEGF165b, la signalisation autocrine qu’il active et conduit à l’apparition de 
cellules tumorales plus agressives et résistantes à l’apoptose induite par le cisplatine. Ces résultats sont 
la première démonstration de la capacité du VEGF165b à signaliser sur les cellules tumorales.  Dans 
une seconde étape de notre travail, nous avons étudié le rôle que pourraient jouer les  intégrine β1 et 
β3 dans le maintien de la signalisation induite par le VEGF165b dans les cellules de CBnPCs. Nous 
montrons que le VEGF165b active l’intégrine b1. Cette activation aboutit à un réarrangement du 
cytosquelette d’actine en fibres de stress, ce qui pourrait favoriser la migration de ces cellules. De 
manière intéressante, le BVZ est capable d’induire ce même phénotype par un mécanisme nécessitant 
l’expression du VEGF165b, de l’intégrine b1, mais aussi de l’intégrine b3. La formation de ces fibres 
de stress est associée à l’activation de voies de signalisation d’aval mettant en jeu la phosphorylation 
des protéines FAK et cofiline. De plus, nous mettons en évidence l’existence de complexes entre la 
neuropiline 2 et l’intégrine b1 dans les cellules de CBnPCs qui seraient susceptibles de participer à 
l’activation de ces voies. Ainsi, le VEGF165b et le BVZ apparaissent capable de signaliser à travers les 
intégrines b1 et b3 dans les cellules de CBnPCs, suggérant un rôle de ces intégrines dans la réponse 
des cellules tumorales aux thérapies anti-angiogéniques.  En conclusion, nos résultats identifient un 
rôle du variant VEGF165b dans la progression des CBnPCs et la réponse aux thérapies anti-
angiogéniques et aux chimiothérapies, ce qui suggère que le VEGF165b pourrait être un marqueur 
réponse au BVZ dans les CBnPCs. 
 
Mots clé : VEGF165b, bevacizumab, CBnPC, intégrine β1, marqueur de réponse. 
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ABSTRACT 
 
VEGF-A is one of the most important factors during tumor neoangiogenesis. This role has made it a 
prime target for the development of therapies. Thus, various drugs targeting VEGF-A (Bevacizumab, 
Avastin®) or its signaling pathways (VEGFR inhibitors) are currently used in clinical practice, 
especially in lung adenocarcinomas treatment. However, despite promising initial results, many 
patients are refractory or escape these therapies, and sometimes, even develop more aggressive 
tumors. To date, there is no means to identify patients who are likely to respond these treatments. 
Recently, new splicing variants of VEGF-A resulting from an alternative splicing at the last exon, were 
identified and called VEGFxxxb. Unlike VEGFxxx, these variants are antiangiogenic. If paracrine effects 
of VEGF-A isoforms on endothelial cells have been well characterized, few studies have examined 
their autocrine effects on tumor cells expressing VEGFR1 and VEGFR2. In this context, the main aim 
of our study was to determine the expression status and biological functions of VEGF165b in primary 
tumors and derived cell models of non small cell lung carcinoma (NSCLC). Our results identify 
variable expression profiles of VEGF165b in NSCLC patients, and show that high levels of 
intratumoral VEGF165b are associated with lymph node metastases. Furthermore, our results identify 
an autocrine loop through which the VEGFR1/VEGFR2 activation by VEGF165b leads to the 
appearance a more invasive phenotype on tumor cells. Finally, our results show that treatment of 
tumor cells by Bevacizumab (BVZ) but also platinum salts, with which it is associated clinics, 
increases VEGF165b expression and autocrine signaling, which leads to appearance of tumor cells that 
are more aggressive and resistant to cisplatin-induced apoptosis. These results are the first evidence of 
the VEGF165b ability to signalize on tumor cells. In a second stage of our work, we investigated the 
potential role of β1 and β3 integrins in maintaining VEGF165b signaling in NSCLC cells. We show that 
VEGF165b activates b1 integrin. This activation leads to a rearrangement of the actin cytoskeleton in 
stress fibers, which may promote tumor cell migration. Interestingly, BVZ is able to induce this same 
phenotype by a mechanism requiring the expression of VEGF165b , b1 integrin and b3 integrin. The 
formation of these stress fibers is associated with the activation of downstream signaling pathways 
involving proteins phosphorylation of FAK and cofilin. In addition, we highlight the existence of 
neuropilin-2/b1 integrin complexes in NSCLC cells, which are likely to participate in these pathways 
activation. Thus, VEGF165b and especially BVZ appear able to signal through b1 and b3 integrins 
NSCLC cells, suggesting a role of these integrins in tumor cells response to antiangiogenic therapies. 
In conclusion, our results are the first evidence of a role of VEGF165b in NSCLC progression and 
response to antiangiogenic therapies and chemotherapies; they suggest that VEGF165b could be a 
marker of response to BVZ in NSCLC. 
 
Key words: VEGF165b, Bevacizumab, NSCLC, β1 integrin, marker of response. 
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INTRODUCTION 
 
PARTIE I : Les cancers du poumon  
 
I.1. Les cancers broncho-pulmonaires : un problème majeur de santé 
publique  
Les cancers du poumon sont considérés comme les plus mortels parmi les cancers avec plus 
de 1,38 million de morts à travers le monde par an (Figure 1). En 2010, 222 520 nouveaux cas 
de cancers du poumon ont été détectés, et 157 300 cas de décès ont été enregistrés. La plupart 
des patients sont généralement diagnostiqués à des stades avancés, avec seulement 20 à 30% 
des patients éligibles pour une résection chirurgicale de la tumeur, et subissent des traitements 
systémiques avec une survie globale de 7 à 12 mois après un traitement chimiothérapeutique 
en première ligne (Jemal et al., 2008). Le taux de survie à 5 ans est donc inférieur à 15% aux 
Etats-Unis et à 10% en Europe (Parkin et al., 2005). La survie globale est très corrélée au 
stade, les patients de stade IA présentant une survie à 5 ans de 70%, qui chute à 40% pour les 
stades II, contre 5% pour les stades métastatiques. En France, l’incidence des cancers du 
poumon vient en première position avec 56 800 nouveaux cas en 2012 et 21 300 décès (InVS, 
2012). Ces données démontrent que  les cancers du poumon constituent un problème majeur 
de santé publique. Parmi les facteurs de risque, l’exposition tabagique joue un rôle 
fondamental. Ainsi, en 2000, il a été estimé que 85% des cas mondiaux de cancer du poumon 
chez l’homme étaient liés au tabac, atteignant même 95% en Europe, et 49% chez la femme  
(Fry et al., 1999). Le risque relatif dépend de la quantité consommée et décroît avec un arrêt 
de la consommation pour se stabiliser à une valeur inférieure à 2, comparativement au risque 
1 chez le non-fumeur, 20 ans après le sevrage tabagique. Pour le tabagisme passif, le risque 
relatif a été évalué à 1,4% (Williams and Sandler, 2001). Parallèlement au tabac, d’autres 
facteurs environnementaux ont été incriminés dans la survenue des cancers du poumon, 
notamment l’exposition à des substances telles que l’amiante, l’arsenic, le nickel ou le 
cadmium (Brüske-Hohlfeld, 2009). La prise en charge thérapeutique des patients atteints de 
cancers du poumon s’est nettement améliorée ces dernières années grâce à l’apparition de la 
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notion de « thérapies personnalisées ». Ces thérapies prennent mieux en  compte les 
caractéristiques spécifiques des tumeurs. 
 
 
Figure 1. Incidence des cancers broncho-pulmonaires à travers le monde (d’après Jemal et al., 
2011) 
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I.2. Les grands types histologiques des cancers broncho-pulmonaires 
Jusqu’à très récemment, il existait deux approches principales dans la classification des 
cancers du poumon. La première approche prend en considération les caractéristiques 
histologiques des tumeurs et a été publiée pour la première fois par l’Organisation Mondiale 
de la Santé (OMS) en 1967, puis modifiée en 1981, 1999 et 2004. Seule cette dernière version 
intègre certaines caractéristiques génétiques et cliniques de la tumeur et redéfinit les critères 
diagnostiques des lésions prénéoplasiques bronchiques  (Beasley et al., 2005). En se basant 
essentiellement sur des critères histologiques, la classification selon l’OMS a l’avantage 
d’être simple et reproductible, car elle classifie les tumeurs selon leur grade de 
différenciation :  
- Grade I : tumeurs peu différenciées 
- Grade II : tumeurs moyennement différenciées 
- Grade III : tumeurs fortement différenciées 
Sur la base de cette classification, les tumeurs pulmonaires sont divisées en deux principaux 
sous-groupes. Les cancers broncho-pulmonaires à petites cellules (CBPC), qui représentent 
environ 15% des cancers du poumon, sont des tumeurs neuroendocrines très agressives pour 
lesquelles il n’y a toujours pas de traitement (Zhang and He, 2013). Le deuxième sous-groupe 
est celui des cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules (CBnPC) qui représentent 
environ 80% de ces cancers, les sous-types histologiques les plus fréquents étant les 
adénocarcinomes (32% à 40%), les carcinomes squameux (25 à 30%) et les carcinomes à 
grandes cellules (8 à 16%) (Zarogoulidis et al., 2013). Les adénocarcinomes sont le sous-type 
histologique le plus fréquemment diagnostiqués dans de nombreux pays et notamment aux 
Etats-Unis où ils représentent 60% des cancers pulmonaires. Leur incidence a augmenté ces 
20 dernières années en Europe chez l’homme mais surtout chez la femme. C’est la forme 
prédominante de cancer chez les hommes de moins de 50 ans, chez les femmes quelque soit 
leur âge, chez les non-fumeurs et les ex-fumeurs. Ils sont puissamment associés au tabagisme 
puisque 80% des adénocarcinomes s’observent chez les fumeurs. Ce sont des tumeurs 
épithéliales présentant une différenciation glandulaire ou une sécrétion de mucines par les 
cellules tumorales, dont plusieurs variantes histologiques ont été décrites dont la forme 
bronchioloalvéolaire correspondant à une forme non invasive pure et dont le pronostic de 
survie à 5 ans est de 100% (Imielinski et al., 2012). La découverte des mutations activatrices 
touchant le récepteur à activité tyrosine kinase EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 
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dans les adénocarcinomes pulmonaires  a fait émerger une cible thérapeutique fondamentale 
dans ce sous-type histologique. Les carcinomes squameux sont des tumeurs malignes dont la 
synthèse de kératine par les cellules tumorales est l’une des caractéristiques principales. La 
différenciation squameuse se manifeste également par la présence de grandes cellules 
quadrangulaires unies par des ponts d’union. Le degré de kératinisation et la présence ou non 
de ces ponts définit le degré de différenciation de ces carcinomes squameux.  
 
La seconde approche dans la classification des cancers broncho-pulmonaires a été décrite par 
l’UICC (Union for International Cancer Control) il y a plus de 50 ans. Cette classification 
dite « TNM » prend essentiellement en compte les caractéristiques anatomiques des tumeurs. 
Les trois aspects sur lesquels repose cette classification sont : 
- T : Taille de la tumeur dans son site primaire. 
- N : Degré d’envahissement des ganglions lymphatiques avoisinants.  
- M : Présence ou absence de foyers métastatiques. 
Ce système permet d’évaluer, à travers divers examens (microscopie, imagerie), l’évolution 
des cancers et leur éventuelle propagation dans l’organisme. Afin de simplifier l’utilisation de 
ce système (Tableau 1), les catégories peuvent être regroupées pour donner une classification 
par stade anatomique : 
- Stade 0 : Cancer in situ. 
- Stade I : Invasion très localisée, sans métastases à distances. 
- Stade II : Extension très locale et/ou atteinte ganglionnaire minime. 
- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire importante. 
- Stade IV : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire majeure.  
- Stade V: Tumeurs avec métastases.  
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 N0 N1 N2 N3 
T1a Ia IIa IIIa IIIb 
T1b Ia IIa IIIa IIIb 
T2a Ib IIa IIIa IIIb 
T2b IIa IIb IIIa IIIb 
T3 IIb IIIa IIIa IIIb 
T4 IIIa IIIa IIIb IIIb 
M1  IV IV IV 
 
Tableau 1. Correspondances entre la classification TNM et les stades anatomiques (D’après 
Goldstraw et al., 2007) 
 
Comme nous venons de le voir, les deux types de classification des cancers du poumon 
reposent principalement sur des critères morphologiques, histologiques et anatomo-
pathologiques. Les récentes avancées technologiques, (analyses « omic ») permettant 
d’étudier à large échelle les caractéristiques génétiques et épigénétiques des tumeurs 
(séquençage à haut débit, analyses transcriptomiques, analyses protéomiques et 
métabolomiques), conjuguées aux avancées concernant la prise en charge des patients atteints 
de cancers et au développement des thérapies ciblées créent aujourd’hui un réel besoin d’une 
nouvelle classification qui ne serait pas uniquement fondée sur des critères 
histopathologiques, mais plutôt sur une approche pluridisciplinaire qui intègrerait les 
caractéristiques génétiques et épigénétiques propres des tumeurs (Travis et al., 2013). Cette 
nouvelle approche devrait permettre, d’une part, de potentialiser l’efficacité de certaines 
thérapies en permettant une meilleure sélection des patients à traiter, et d’autre part de 
minimiser les toxicités liées aux traitements.  
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I.3. Les principales anomalies génétiques dans les CBnPCs  
Le cancer broncho-pulmonaire est un processus dégénératif résultant de l’accumulation 
séquentielle, sur une période relativement longue, de multiples anomalies génétiques, 
épigénétiques et post-traductionnelles des protéines qui dérégulent par étapes successives 
(carcinogenèse multi-étape) les mécanismes de contrôle de la croissance des cellules 
épithéliales de l’arbre bronchique. Sur le plan morphologique, ces anomalies résultent d’une 
très forte instabilité génétique induisant une transformation progressive de l’épithélium 
normal bronchique en épithélium hyperplasique, dysplasique puis en carcinome in situ et 
carcinome invasif (Osada and Takahashi, 2002). D’une manière générale, les altérations 
génétiques les plus précoces ne s’accompagnent pas d’anomalies morphologiques 
(Shivapurkar et al., 2000). C’est seulement à la suite d’une accumulation d’un nombre 
critique d’anomalies génétiques que les stades morphologiques précoces sont diagnostiqués 
(Wistuba et al., 2000). Ce modèle de carcinogenèse broncho-pulmonaire corrèle avec le 
modèle proposé par Hanahan et Weinberg selon lequel les anomalies génétiques sont 
responsables de l’acquisition par la cellule épithéliale normale de différentes propriétés qui 
vont la transformer en cellule tumorale (échappement aux inhibiteurs de croissance, maintien 
des signaux de prolifération, dérégulation du métabolisme, résistance à la mort cellulaire, 
instabilité génétique, échappement au système immunitaire, acquisition de propriétés 
invasives et métastatiques…) (Hanahan and Weinberg, 2011).  
 
Plusieurs altérations génétiques ont été détectées chez un nombre important de patients 
atteints de CBnPCs. L’identification de ces altérations et une meilleure connaissance de leur 
impact sur les cellules tumorales ont conduit à l’élaboration de thérapies ciblées. Ces 
anomalies consistent en des amplifications, translocations ou mutations. Cependant, comme le 
montre la Figure 2, les anomalies génétiques ne sont pas les mêmes selon que l’on ait affaire à 
un adénocarcinome ou à un carcinome squameux, et sont actuellement mieux caractérisées 
dans les adénocarcinomes comparativement aux carcinomes squameux. Les récepteurs à 
activité tyrosine kinase sont des médiateurs clés de plusieurs processus cellulaires 
fondamentaux, qui contrôlent notamment les voies de survie et de prolifération. Leur 
activation anormale est essentielle au déclenchement de la tumorigenèse. Des mutations 
activatrices de l’EGFR, dont les plus communes sont les mutations L858R et del19 (délétion 
de quelques acides aminés au niveau de l’exon 19), sont retrouvées dans 26 % des 
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adénocarcinomes pulmonaires. L’incidence de ces mutations dépend des variations ethniques, 
variant de 10 % chez les patients aux Etats-Unis à 30-50 % chez les patients en Asie de l'Est 
(Stella et al., 2013; Tan et al., 2014).  Les cellules de CBnPCs possédant ces mutations 
deviennent complètement dépendantes (on parle d’addiction) aux signaux de survie provenant 
de l’hyperactivation de l’EGFR (Sharma et al., 2006), ce qui les rend très sensibles aux 
inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase de ce récepteur (EGFR-TKI) comme le Géfitinib ou 
l’Erlotinib qui sont actuellement utilisés en première ligne de traitement (Ulivi et al., 2013). 
La détection de ces mutations constitue aujourd’hui un moyen de sélectionner une population 
de patients susceptibles de bénéficier au mieux d’une thérapie utilisant les EGFR-TKI. Malgré 
les progrès dans la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement tumoral, 
la réponse aux thérapies ciblées reste cependant transitoire, car des résistances à ces thérapies 
se développent très rapidement.  
 
Le succès des EGFR-TKIs dans le traitement des patients atteints de CBnPCs non squameux 
et présentant des mutations de l’EGFR a constitué une vrai révolution qui a incité les 
chercheurs à caractériser d’autres anomalies moléculaires des adénocarcinomes pulmonaires. 
Ces recherches ont conduit à l'identification de réarrangements qui surviennent au niveau du 
gène de la kinase du lymphome anaplasique (ALK) dans 2 à 5% des CBnPCs. Ce 
réarrangement se produit indépendamment des mutations de l'EGFR et de KRAS et consiste 
en une inversion du chromosome 2 conduisant à une fusion avec le gène EML4 (Echinoderme 
Microtubule associated protein-Like 4). Cela conduit à une expression et une activation 
anormales de cette protéine tyrosine kinase dans le cytoplasme des cellules cancéreuses 
(Gridelli et al., 2014). Dans une étude de phases I et II, le crizotinib (inhibiteur de Met et de 
ALK) a démontré une bonne réponse et une bonne tolérance chez les patients atteints de 
CBnPC avancés possédant un réarrangement de ALK (Seto et al., 2013). Ainsi, à l’heure 
actuelle, les deux approches moléculaires consistant à cibler EGFR et ALK permettent de 
faciliter les traitements de certains sous-types tumoraux d’adénocarcinomes. A l’inverse, très 
peu de choses sont connues concernant le profil mutationnel des carcinomes squameux. Des 
amplifications du FGFR1 dans environ 16% des carcinomes spinocellulaires, ainsi que de 
PIK3CA, ont été rapportées. D’autre part, des mutations du suppresseur de tumeur PTEN, qui 
régulent négativement PIK3CA, ont été rapportées dans environ 10% des carcinomes 
squameux (Stella et al., 2013).  
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Figure 2. Principales lésions génétiques observées dans les CBnPCs. A. Altérations génétiques 
présentes au niveau des adénocarcinomes. B. Lésions génétiques connues dans les carcinomes 
squameux (D’après Wistuba, 2012). 
 
 
Globalement, et d’après une étude très récente du profil mutationnel des CBnPC, les gènes les 
plus fréquemment mutés seraient : KRAS (23.2 %), EGFR (21.3%), TP53 (12.6%), MET 
(7%), STK11 (5.7%), PIK3CA (3.5 %), ERBB2 (0.9 %), BRAF (0.9%) et AKT1 (0.4%) (Tan 
et al., 2014). De plus, une étude récente effectuée sur 183 adénocarcinomes pulmonaires a 
identifié par séquençage à large échelle de nouvelles mutations affectant les gènes BRD3, 
U2AF1, SETD2, TBM10, ARID1A et SMARCA4. Ces mutations seraient impliqués dans le 
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contrôle de régulations épigénétiques et de contrôle de l’expression des ARN (Imielinski et 
al., 2012). Même s’il reste à déterminer les conséquences biologiques de ces anomalies, ces 
données ouvrent de nouvelles perspectives en termes d’identification de cibles thérapeutiques. 
 
I.4. La prise en charge thérapeutique des CBnPCs   
Une fois que le diagnostic est établi, les patients qui sont jugés aptes à subir une intervention 
chirurgicale vont subir le traitement le plus radical qu’est l’exérèse (Figure 3). Généralement, 
il est préconisé de procéder à une lobectomie ou à une résection plus importante plutôt que de 
recourir à des résections sub-lobaires. Par contre, pour des patients atteints de CBnPCs de 
stade I, pour lesquels une opération chirurgicale n’est pas contre-indiquée mais pour lesquels 
une lobectomie ou une résection plus large ne peut être envisagée en raison d’une maladie 
comorbide ou d’une diminution des fonctions respiratoires, il est recommandé de procéder à 
des segmentectomies au lieu de recourir à des interventions non chirurgicales. Par la suite, la 
marche à suivre dépendra de l’étendue de la maladie, des données postopératoires et des 
préférences des patients. Les études menées jusqu’à présent n’ont pas démontré l’efficacité de 
l’usage des thérapies néo-adjuvante ou adjuvante, ni de radiothérapies chez les patients 
atteints de CBnPCs en stade I.  
  
Les patients de stade II sont candidats à des stratégies de traitement multidisciplinaires. Pour 
les patients ayant subi une résection importante d’une tumeur en stade II, un traitement 
chimiothérapeutique adjuvant basé sur l’utilisation de sels de platine est recommandé 4 à 8 
semaines après la chirurgie si le patient est en bonne condition physique. Les patients pour qui 
la chirurgie représente des risques de comorbidité, sont traités par radiothérapie et/ou 
chimiothérapie. La radiothérapie en traitement adjuvant est à proscrire dans les cas de patients 
ayant subi une résection importante d’une tumeur en stade II et présentant un envahissement 
ganglionnaire (N1). Lorsque les patients sont aux stades IIIA1 et IIIA2 de la maladie, ils 
doivent subir une lymphadénectomie médiastinale, c'est-à-dire une ablation des nœuds 
lymphatiques du médiastin, et un traitement adjuvant radio-chimiothérapeutique basé sur les 
sels de platine doit être mis en place après l’opération. Une approche multidisciplinaire 
s’impose dans les cas de patients en stade IIIA3 et IIIA4, qui peuvent être traités par 
chimiothérapies d’induction suivies d’une chirurgie puis d’un traitement chimio-
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radiothérapeutique qui repose sur l’usage de sels de platine. Certains patients en stade IIIB, 
jugé aptes, pourront être redirigés vers un traitement chirurgical associé à une chimiothérapie. 
Cependant, dans la majorité des cas, pour ces patients en stade IIIB et en Stade IV, le but des 
traitements est de prolonger la survie et de pallier aux symptômes. Le traitement à ces stades 
consiste en une combinaison de sels de platines avec d’autres agents dit de 3
eme
 génération 
(Zarogoulidis et al., 2013). 
  
 
Figure 3. Algorithme de traitement pour les CBnPCs (d’après Zarogoulidis et al., 2013) 
 
Afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints de CBnPCs, les démarches 
thérapeutiques s’orientent de plus en plus vers la recherche de biomarqueurs prédictifs de la 
réponse aux différentes thérapies, ainsi que de marqueurs pronostiques. Un parfait exemple de 
ces biomarqueurs est l’expression des protéines impliquées dans la réparation des lésions 
causées sur l’ADN, RRM1 et ERCC1, détectée par immunohistochimie, qui aurait à la fois 
une valeur pronostique et prédictive de la réponse aux traitements. En effet, il a été démontré 
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que chez les patients atteints de CBnPCs, ceux possédant de hauts niveaux de RRM1 et de 
ERCC1 seraient ceux ayant une survie plus longue après résection de la tumeur à des stades 
précoces. On peut penser que l’instabilité génétique chez ces patients serait moins importante 
du fait de l’augmentation de la capacité de réparation des lésions sur l’ADN. Cependant, ces 
mêmes patients présentant de hauts niveaux de RRM1 et de ERCC1 présenteraient des 
résistances aux traitements gemcitabine et cisplatine dans le cadre d’un traitement adjuvant, 
en raison sans doute d’une augmentation de la capacité des cellules tumorales à réparer les 
lésions générées au niveau de l’ADN par ces agents génotoxiques (Olaussen et al., 2006). 
D’autre part, les recherches menées pendant ces dernière décennies ont permis une meilleure 
compréhension des mécanismes impliqués dans le développement tumoral, et du rôle que joue 
le microenvironnement tumoral dans ce processus. Ces découvertes ont permis de définir de 
cibles moléculaires précises et de créer de nouveaux agents thérapeutiques s’attaquant 
spécifiquement à ces cibles. Ceci a aussi permis de sélectionner des populations de patients 
chez qui la probabilité de réponse à ces traitements serait plus élevée. Comme mentionné 
précédemment, le gefitinib chef de file des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase de l’EGFR 
est aujourd’hui largement utilisé dans le traitement des patients porteurs d’adénocarcinomes et 
présentant des mutations au niveau de ce récepteur (Ulivi et al., 2013) .Les patients non-mutés 
pour ce récepteur ayant montré une meilleure réponse aux agents chimiothérapeutiques. Une 
autre stratégie consiste à asphyxier les tumeurs en empêchant la formation du réseau 
vasculaire qui les nourrit. Les inhibiteurs de la voie VEGF-A/VEGFR ont été créés dans le 
but de cibler les cellules endothéliales et d’empêcher la formation de cette vasculature 
alimentant la tumeur. Ces agents ciblent souvent le ligand VEGF-A (Vascular Endothelial 
Growth factor-A) ou l’activité tyrosine kinase des récepteurs de ce ligand, les VEGFRs 
(Vascular Endothelial Growth factor Receptor). Plusieurs de ces agents sont actuellement 
approuvés par la FDA (Federal Drug Administration) dans le traitement des CBnPCs 
notamment, en association avec d’autres agents chimiothérapeutiques. Le bénéfice réel 
qu’apporte le traitement par ces agents reste encore sujet de controverse et les possibilités de 
les utiliser dans les traitements adjuvants est encore en cours d’exploration. La présentation 
spécifique et l’utilisation de ces thérapies anti-angiogéniques feront l’objet d’un chapitre plus 
détaillé au cours de cette introduction. 
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PARTIE II : L’angiogenèse 
 
Aussi bien dans les tissus normaux que tumoraux, l’apport en nutriments et en oxygène mais 
aussi l’élimination du dioxyde de carbone et des déchets métaboliques sont cruciaux pour la 
croissance et pour le maintien de l’intégrité de ces tissus. La présence d’un réseau vasculaire 
assurant ces fonctions d’approvisionnement et de drainage est donc nécessaire. La mise en 
place d’un tel réseau s’opère via un processus dit d’angiogenèse. Bien que l’angiogenèse ait 
été à ce jour définie comme étant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de 
vaisseaux déjà existants, il apparaît que les vaisseaux qui soutiennent la croissance tumorale 
peuvent aussi provenir de précurseurs originaires de la moelle osseuse ou même se 
différencier à partir de cellules souches tumorales. 
 
II.1. L’angiogenèse : rôle dans la physiologie et le développement  
Durant l’embryogenèse, le développement d’une vasculature implique, d’une part, la 
génération de nouvelles cellules endothéliales à partir de précurseurs cellulaires, les 
angioblastes, qui sont recrutés et qui se différencient en réponse aux signaux locaux ; et 
d’autre part, l’arrangement en tube des cellules endothéliales ainsi obtenues; ce processus est 
connu sous le nom de vasculogenèse. Cette étape, est typiquement suivie par un 
bourgeonnement de vaisseaux formant un réseau organisé, ceci implique les cellules 
endothéliales des vaisseaux préexistants, c’est l’étape d’angiogenèse (Figure 4). Une variété 
de signaux angiogéniques induit l’adoption d’un phénotype activé. Par la suite, des cellules 
endothéliales, appelées « Tip cells » dégradent les jonctions qui les lient aux cellules voisines, 
bourgeonnent en direction du gradient de facteurs pro-angiogéniques, et guident d’autres 
cellules adjacentes, appelées « Stalk cells », qui prolifèrent pour former un tube. Puis, le 
recrutement de cellules périvasculaires (péricytes), va assurer la stabilité et la maturité des 
vaisseaux. Finalement, un remodelage et une réorganisation, vont permettre à ces derniers de 
former un réseau de veines et d’artères fonctionnel (Carmeliet and Jain, 2011; Eichmann and 
Simons, 2012). 
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Figure 4. Les étapes de l’angiogenèse physiologique. Les étapes successives de ramification des 
vaisseaux sanguins sont présentées, avec les principaux acteurs moléculaires impliqués notés entre 
parenthèses. A. Après stimulation par des facteurs angiogéniques, le vaisseau quiescent se dilate et une 
« Tip Cell » est sélectionnée, cette étape est suivie par une série d’événements favorisant la migration 
cellulaire. B. La « Tip Cell » migre vers le foyer angiogénique en suivant le gradient des facteurs, les 
« Stalk Cells » prolifèrent, forment une lumière, et permettent l’élongation pour créer un néo-vaisseau, 
qui va être stabilisé grâce au recrutement de péricytes. C. Après fusion des branches voisines, la 
formation de la lumière permet la perfusion du néo-vaisseau, qui reprend alors son état initial de 
quiescence. La mise en place d’une matrice extracellulaire et la maturation des péricytes permettent de 
renforcer la stabilité des vaisseaux (d’après Carmeliet and Jain, 2011). 
 
MEC 
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A l’issue de cette étape de morphogenèse du réseau vasculaire, la vasculature normale devient 
majoritairement quiescente. En effet, chez l’adulte, l’angiogenèse reste active car les cellules 
endothéliales conservent la capacité à répondre aux stimuli angiogéniques, mais seulement de 
manière transitoire. Ainsi, l’angiogenèse est réactivée au cours de la grossesse afin de 
permettre le développement du placenta, et fait aussi partie de certains processus 
physiologiques tels que la réparation des lésions tissulaires, la croissance musculaire ou le 
cycle de reproduction chez la femme (Weis and Cheresh, 2011). Cependant, dans certaines 
conditions pathologiques comme la dégénérescence maculaire liée à l’âge (Kent, 2014) , 
première cause de cécité chez les personnes âgées, les troubles inflammatoires ou les cancers 
(Weis and Cheresh, 2011), les mêmes voies de signalisation angiogéniques sont induites et 
exploitées. A l’inverse, un défaut d’angiogenèse entraînant des troubles ischiémiques est 
impliqué dans certaines pathologies cardiaques et neuro-dégénératives (Oka et al., 2014; 
Quaegebeur et al., 2011).  
 
II.2. L’angiogenèse tumorale 
La croissance et la progression tumorales, au même titre que toutes les autres structures 
cellulaires croissantes, nécessitent la présence d’une vasculature suffisamment développée 
pour garantir l’apport en nutriments. Initialement, l’angiogenèse était décrite comme un 
processus intervenant lors d’une croissance rapide de tumeurs macroscopique, cependant il 
apparait à travers des études in situ plus récentes, que l’angiogenèse serait aussi un facteur 
important dans la progression néoplasique des tumeurs à leur stade microscopique. Une fois 
l’angiogenèse activée, les tumeurs montrent différents modes de néovascularisation. Certaines 
tumeurs, même les plus agressives comme les adénocarcinomes canalaires pancréatiques sont 
hypovascularisés et regorgent de « déserts » de stroma largement avasculaires  (Olive et al., 
2009). D’autres types tumoraux comme les carcinomes neuroendocriniens rénaux et 
pancréatiques sont hautement vascularisés (Hanahan and Weinberg, 2011). 
Bien qu’un évènement oncogénique puisse permettre aux cellules tumorales d’échapper au 
système immunitaire et même d’augmenter leur survie, en considérant des facteurs comme : 
le volume de la lésion tumorale, la privation de nutriments, l’hypoxie et la grande vitesse de 
prolifération, la tumeur va finalement avoir besoin d’un approvisionnement sanguin afin de 
continuer à se développer. A ce titre, parmi les propriétés essentielles qui vont transformer 
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une cellule épithéliale normale en cellule tumorale, on retrouve la capacité des cellules 
tumorales à induire la néoangiogenèse (Hanahan and Weinberg, 2011). Afin de pouvoir 
accéder à cet apport sanguin, les cellules tumorales peuvent modifier la balance des facteurs 
stimulateurs ou inhibiteurs de l’angiogenèse, appelés respectivement pro- ou anti-
angiogéniques, afin d’attirer les cellules endothéliales (CEs) vers le microenvironnement 
tumoral. Cela implique un bourgeonnement continuel de néo-vaisseaux à partir d’une 
vasculature sensée être quiescente à l’état normal. Cette étape est qualifiée de « switch 
angiogenique ». Ce switch est gouverné par plusieurs facteurs compensatoires qui induisent 
ou répriment l’angiogenèse et dont la balance d’expression va être altérée en faveur des 
facteurs pro-angiogéniques (Bergers and Benjamin, 2003). Différents signaux peuvent activer 
le switch angiogénique tels que le stress métabolique, la baisse du pH, l’hypoxie, 
l’inflammation, la chute de la glycémie et certains oncogènes (Carmeliet and Collen, 1999). 
Ce switch sera pratiquement activé en permanence dans les états néoplasiques où il 
contribuera de manière importante au maintien et à la croissance des tissus tumoraux, ainsi 
qu’à leur dissémination. Ainsi, dans différents types de cancers, la densité de vaisseaux intra-
tumoraux est souvent associée à la formation de métastases et à la survie des patients (Bigler 
et al., 1993; Macchiarini et al., 1992; Wakui et al., 1992). 
 
Les vaisseaux sanguins produits à l’intérieur des tumeurs sont aberrants, car ils se forment 
suite à une activation chronique de l’angiogenèse. La vasculature tumorale est marquée par un 
bourgeonnement précoce de capillaires, par des ramifications de vaisseaux excessives et 
intriquées, par des vaisseaux trop larges et déformés, un flux sanguin erratique, des 
microhémorragies, des fuites, et une quantité anormale de cellules endothéliales en 
prolifération et en apoptose. Ces vaisseaux sont aussi largement immatures avec des défauts 
de membrane basale et de recouvrement par les péricytes (Figure 5). La conséquence de ce 
réseau de vaisseaux sanguins en continuel remodelage est que le flux sanguin au sein de la 
tumeur est irrégulier. Ainsi, malgré le nombre élevé de néo-vaisseaux qui se développent 
continuellement, l’apport sanguin reste réduit au niveau de la tumeur, qui reste de ce fait 
hypoxique (Carmeliet and Jain, 2011).  
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Figure 5. Organisation de la vasculature et structure des vaisseaux dans les états normaux et 
pathologiques. a. Dans un tissu sain, le réseau vasculaire est organisé, les vaisseaux sanguins sont 
réguliers, possèdent un endothélium normal, une membrane basale homogène et sont entourés par une 
couche de péricytes matures, ce qui rend ces vaisseaux fonctionnels et le flux sanguin régulier. b. Dans 
les tumeurs, la vasculature présente des défauts structuraux et fonctionnels au niveau de l’endothélium, 
de la membrane basale aussi bien qu’au niveau de la couche de péricytes sensée entourer les vaisseaux 
matures. La présence de ces défauts de vascularisation aboutit à la formation de zones hypoxiques 
(représentées par le dégradé bleu sur la figure). Cet état d’hypoxie engendrera à son tour l’apparition 
de néo-vaisseaux  toujours plus instables (d’après Carmeliet et Jain, 2011). 
 
L’angiogenèse est un processus complexe qui implique l’altération des structures vasculaires 
préexistantes et la mobilisation de cellules progénitrices et de cellules dérivées de la moelle 
osseuse. Ces cellules constituent une  population capables de se diviser et de former de 
nouveaux vaisseaux sanguins, elles peuvent aussi secréter plusieurs facteurs pro-
angiogéniques qui vont amplifier l’angiogenèse sur le site de la tumeur (Grunewald et al., 
2006; Melero-Martin and Dudley, 2011). La production d’oxyde nitrique par les cellules 
endothéliales sous l’effet du VEGF-A résulte en une vasodilatation. D’autre part, le VEGF-A 
induit une augmentation de l’expression des métalloprotéases MMPs qui dégradent la matrice 
a. Tissus sain 
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extracellulaire en libérant des agents pro-angiogéniques qui y étaient séquestrés. Ces 
événements sont suivis par la migration et la prolifération des CEs sous l’effet du VEGF-A et 
d’autres facteurs pro-angiogéniques (Alevizakos et al., 2013). Au cours du développement 
tumoral, les cellules cancéreuses sont capables de manipuler leur environnement afin 
d’amplifier le phénomène d’angiogenèse. La croissance rapide des tumeurs et l’augmentation 
de leurs besoins métaboliques induit une hypoxie, qui est souvent plus importante au centre de 
la tumeur. Cette hypoxie induit une expression plus importante du facteur de transcription 
HIF1α par les cellules tumorales, les cellules endothéliales (CEs) et les cellules stromales, et 
de ce fait entraîne la libération de plusieurs agents pro-angiogéniques. Ces facteurs vont 
attirer des cellules myéloïdes sur le site de la tumeur, où ces cellules vont se différencier en 
macrophages associés aux tumeurs. Ces macrophages vont permettre de créer un 
microenvironnement inflammatoire riche en cytokines et en agents pro-angiogéniques que les 
cellules tumorales vont utiliser pour promouvoir leur propre croissance (Weis and Cheresh, 
2011). D’autres cellules dérivées de la moelle osseuse telles que des précurseurs 
hématopoïétiques, des neutrophiles, des mastocytes ou des monocytes, jouent aussi un rôle au 
cours de l’angiogenèse tumorale en favorisant la sécrétion de molécules pro-angiogéniques 
(Qian and Pollard, 2010). Enfin, les fibroblastes du tissu stromal infiltrent aussi les tumeurs et 
induisent le recrutement de cellules progénitrices endothéliales sécrétant des facteurs pro-
angiogéniques (Joyce and Pollard, 2009). Le micro-environemment tumoral amplifie donc le 
switch angiogénique mais aussi comme nous le verrons plus loin dans cette introduction 
participe à la résistance des tumeurs aux traitements anti-angiogéniques. 
 
II.3. L’angiogenèse tumorale : perte de l’équilibre fragile entre facteurs 
pro- et anti-angiogéniques  
Un équilibre entre les facteurs activateurs et inhibiteurs permet de réguler le processus 
angiogénique dans les conditions physiologiques (Carmeliet, 2005; Folkman, 2007). En 
conditions pathologiques, notamment dans les cancers, cet équilibre est perdu. L’un des 
inducteurs les plus connus de l’angiogenèse est l’hypoxie. Lorsque le taux d'oxygène est 
insuffisant dans les tissus, des mécanismes d’adaptation efficaces sont mis en place pour 
rétablir l’apport en oxygène. Parmi ces mécanismes, on retrouve la stimulation de 
l'angiogenèse et la reprogrammation du métabolisme de la phosphorylation oxydative vers la 
glycolyse anaérobie (Semenza, 1998). Ces changements adaptatifs sont principalement 
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orchestrés au niveau moléculaire par les protéines HIF-1 et HIF-2 (Hypoxia Inducible 
Factor). Les facteurs de transcription HIF sont des facteurs hétérodimériques composés de 2 
sous-unités, la sous-unité a qui est régulée par l’hypoxie, et la sous-unité b  qui est 
constitutive. Le facteur HIF-1a est le membre le plus étudié de la famille des facteurs de 
transcription HIF et joue un rôle central dans la réponse à l’hypoxie (Semenza, 1998). Comme 
HIF-1a ne détecte pas directement les variations de l'oxygène, la présence de capteurs 
d'oxygène est nécessaire. Ces capteurs sont notamment représentés par des enzymes de la 
famille proline-hydroxylases telles que PHD2 et FIH, dont l’activité est régulée par 
l’oxygène. L’expression de HIF-1a est induite lorsque le pourcentage d’oxygène est inférieur 
à 6%. En normoxie, les capteurs d’oxygène maintiennent des niveaux bas de HIF-1a en 
l’hydroxylant et en permettant de ce fait sa poly-ubiquitinylation par la protéine VHL (Von 
Hippel-Lindau) et sa dégradation par le protéasome (Appelhoff et al., 2004). Lorsque le taux 
d’oxygène diminue dans les tissus, ces répresseurs de HIF-1a ne peuvent plus exercer leur 
fonction. La protéine HIF-1a va alors s’accumuler et pouvoir se fixer sur ses séquences 
consensus HREs (Hypoxia-Response Elements) présentes sur les promoteurs de ses gènes 
cibles et activer leur transcription (Semenza, 1998). La stabilisation de HIF-1a induit la 
production d’une variété de médiateurs angiogéniques tels que le VEGF-A, un médiateur 
crucial du processus angiogénique, le PIGF(Placental Growth Factor), le PDGF (Platelet-
derived Growth Factor), le VEGFR1, le VEGFR2, l'angiopoïétine-2 et les MMPs (Matrix 
metalloproteinases) (Kelly et al., 2003) (Figure 6). D’autres facteurs pro-angiogéniques 
s’accumulent aussi au cours du développement tumoral, tels que le FGF2 (Fibroblast Growth 
Factor 2), le premier facteur pro-angiogénique qui a été découvert (Gospodarowicz and 
Thakral, 1978). FGF2 stimule la prolifération et la migration des cellules endothéliales, ainsi 
que contribue à la dégradation de la matrice extracellulaire. Pour contrebalancer les effets des 
facteurs pro-angiogéniques, des facteurs anti-angiogéniques sont aussi exprimés et permettent 
de réguler le processus d’angiogenèse. Les représentants les plus importants de cette catégorie 
sont l’endostatine, l’angiostatine, la thrombospondine-1 (TSP1)  (Kalluri, 2003) et 
l'angiopoïétine (Folkman, 2007). Les protéines TSP1, angiostatine et endostatine (figure 6) 
inhibent la prolifération et la migration des cellules endothéliales et sont capables d’inhiber la 
croissance tumorale de carcinomes pulmonaires (Folkman, 2007; Tsuchida et al., 2013).  
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Figure 6. Régulateurs endogènes de l’angiogenèse tumorale. L'angiopoïétine 1, est exprimée par de 
nombreuses cellules et se lie au récepteur TIE-2  au niveau de l’endothélium. Elle aide à maintenir un état 
normalisé dans les vaisseaux sanguins. Le VEGF est sécrété par les cellules tumorales et se lie à son 
récepteur VEGFR2 et à ses co-récepteurs les neuropilines (NRPs) sur les cellules endothéliales. Il constitue 
la fraction majoritaire des protéines pro-angiogéniques secrétées par les tumeurs. Les métalloprotéinases 
matricielles (MMPs) sont libérées par les cellules tumorales, mais aussi par les cellules endothéliales  
stimulées par le VEGF. Les MMPs peuvent libérer les protéines pro-angiogéniques du stroma, mais 
peuvent également cliver l’endostatine à partir du collagène IV/III présent au niveau de la paroi des 
vaisseaux et participer au clivage de l'angiostatine à partir du plasminogène circulant. L'angiopoïétine 2 
secrétée par les tumeurs entre en compétition avec l'angiopoïétine 1 pour la liaison au récepteur TIE-2 et 
augmente la dégradation de la membrane basale vasculaire et la migration des cellules endothéliales. Le 
PDGF sécrété par les tumeurs peut réguler à la hausse son propre récepteur le PDGFR dans les CEs. Le 
bFGF sécrété par les tumeurs joue aussi une fonction pro-angiogénique. Les intégrines des CEs 
transmettent des signaux dans les deux directions et permettent la liaison à la Matrice Extra Cellulaire 
(MEC), une exigence pour les cellules afin de maintenir la viabilité et la réactivité aux protéines 
régulatrices de la croissance. Les CEs font partie des cellules les plus dépendantes de l'ancrage à la matrice 
extra-cellulaire. Certaines protéines régulatrices de l’angiogenèse sont stockées par les plaquettes, puis 
libérées dans le système vasculaire de la tumeur (d’après Judah, 2007). 
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II.4. La famille des VEGF  
Malgré l’implication à ce jour de plus d’une cinquantaine de facteurs de croissance différents 
au cours du processus d’angiogenèse, le VEGF et ses récepteurs, les VEGFRs, sont 
considérés comme des éléments moléculaires essentiels à ce processus au sein des facteurs 
activateurs (Bergers and Benjamin, 2003). C’est pour cette raison, qu’aussi bien les ligands 
que les récepteurs ont été envisagés comme des cibles thérapeutiques privilégiées. Les VEGFs 
sont des régulateurs clé du développement des vaisseaux sanguins et lymphatiques dans les 
états physiologiques comme pathologiques. Aujourd’hui, les membres de la famille des 
VEGFs sont au nombre de cinq facteurs structuralement rapprochés : VEGF-A, VEGF-B, 
VEGF-C, VEGF-D et le PlGF (figure 7). La complexité de cette famille est d’autant plus 
accrue, par épissage alternatif (VEGF-A, VEGF-B et PlGF), que par des modifications post-
traductionnelles (VEGF-A, VEGF-C et VEGF-D) (Ferrara, 2010; Koch et al., 2011). Ces 
VEGFs exercent différentes fonctions biologiques en se liant avec une haute affinité à trois 
récepteurs à activité tyrosine kinase, les VEGFR1, 2 et 3 (Eichmann and Simons, 2012). 
VEGF-A se lie sur les récepteurs VEGFR-2 (aussi nommé KDR/Flk-1) et VEGFR-1 (Flt-1). 
VEGF-C et VEGF-D se lient sur les récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 (Flt4). PLGF et 
VEGF-B se lient uniquement sur le récepteur VEGFR-1 (figure 6).  
 
Le VEGF-A et les autres membres VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PlGF et le VEGF-Fs viral 
appartiennent à la sous-famille des PDGF (platelet-derived growth factor) et à la superfamille 
des facteurs à domaine « cystine-knot ». Tous les membres de cette superfamille se 
caractérisent par la présence de huit résidus cystéine conservés formant la structure typique 
« cystine-knot » (deux cystéines liées par liaison S-S). Le groupe des VEGFs est lié dans 
l’évolution avec d’autres groupes de facteurs de la superfamille à domaine « cystine-knot » 
dont les hormones glycoprotéiques, la famille des protéines « mucin-like » et la famille des 
protéines TGF-b (Transforming Growth Factor b) (Holmes and Zachary, 2005). Les protéines 
VEGF sont retrouvées dans toutes les espèces de vertébrés et sont très conservées au cours de 
l’évolution. Elles jouent un rôle central dans la régulation de nombreux processus biologiques 
comme : la vasculogenèse, l'angiogenèse et la lymphangiogenèse.  
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Figure 7. Membres de la famille du VEGF et leurs récepteurs. Les interactions des ligands VEGF 
avec leurs récepteurs et potentiellement avec les corécepteurs neuropilines (NRP1/NRP2) induisent 
l’activation de plusieurs voies de signalisation aboutissant soit à l’angiogenèse soit à la 
lymphangiogenèse selon le type de ligand et de récepteur impliqués (d’après Cébe Suarez et al., 
2006).    
 
   
Les VEGF-C et VEGF-D possèdent une forte affinité pour VEGFR-3 (Figure 7) . Ils jouent 
un rôle central dans la lymphangiogenèse en favorisant la croissance et la migration des 
cellules endothéliales lymphatiques qui expriment ce récepteur (Berggreen and Wiig, 2014). 
Le VEGF-C, mais pas VEGF-D (Baldwin et al., 2005), est exprimé au cours de 
l'embryogenèse et il a été démontré que les souris knock-out pour le VEGF-C (VEGF-C-/-) 
présentent un phénotype létal au stade prénatal en raison de l'accumulation de liquide dans les 
tissus lié à un défaut de lymphangiogenèse (Karkkainen et al., 2004). Les VEGF-C et VEGF-
D peuvent subir un clivage protéolytique qui permet la fixation des formes clivées au 
VEGFR-2 et l’activation de l’angiogenèse (Baldwin et al., 2005). Les VEGF-C et VEGF-D 
apparaissent également capables de se fixer au corécepteur neuropiline-2 pour stimuler 
l’angiogenèse  (Kärpänen et al., 2006). Ces fonctions pourraient en partie expliquer le rôle du 
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VEGF-C et du VEGF-D en tant que marqueurs pronostiques dans les cancers mammaires  
(Wang et al., 2012). Ces études suggèrent donc des liens entre angiogenèse et 
lymphangiogenèse. 
 
Le VEGF-B a été découvert en 1996 et décrit alors comme un homologue du VEGF-A. La 
séquence d’acides aminés du domaine d’homologie du VEGF-B est à 47% similaire à celle du 
VEGF165 et à 37% similaire à celle du PlGF (Li and Eriksson, 2001). Le VEGF-B est 
abondamment exprimé dans la plupart des tissus et organes. Un épissage alternatif donne 
naissance à deux isoformes VEGF-B167 et le VEGF-B186 respectivement d’un poids 
moléculaire de 42 kDa et de 60 kDa. Le VEGF-B167 a un domaine de liaison à l’héparine en 
C-terminal qui lui permet suite à sa sécrétion de se lier aux HSPGs (Heparan Sulfate 
Protéoglycans) présents à la surface des cellules. L’isoforme VEGF-B186 quand à elle ne 
possède pas ce domaine et est de ce fait diffusible. De la même manière que le VEGF-A, le 
VEGF-B se lie au VEGFR1 et à la neuropiline-1, mais ne se lie pas au VEGFR-2. A cause de 
sa grande homologie avec le VEGF-A, on a soupçonné au départ une activité pro-
angiogénique du VEGF-B. Cependant, les résultats des études sur son pouvoir angiogénique 
restent controversés (Li et al., 2012). Aucune fonction biologique n’a été formellement 
identifiée pour le VEGF-B dans des conditions normales. Des études ont montré que la 
délétion du gène VEGF-B chez la souris n’avait pas de conséquences biologiques 
particulières. Contrairement au VEGF-A et au VEGF-C dont la délétion est léthale pour 
l’embryon de la souris, les souris VEGF-B -/- ont une durée de vie normale pendant laquelle 
elles sont en bonne santé (Aase et al., 2001). Cette délétion du VEGF-B n’affecte ni 
l’angiogenèse, ni le remodelage des vaisseaux dans les conditions pathologiques (Li et al., 
2008; Louzier et al., 2003). En fait, certaines études lui ont attribué un rôle de facteur de 
survie pour les cellules endothéliales, les péricytes et les muscles lisses (Zhang et al., 2009), 
suggérant son rôle dans le maintien de la stabilité vasculaire. 
 
Le VEGF-A est essentiel pour la formation des vaisseaux sanguins au cours de 
l'embryogenèse précoce. Son importance au cours du développement physiologique est 
attestée par le fait qu’une diminution de 50% de son expression soit létale au stade 
embryonnaire (Eichmann and Simons, 2012). En effet, non seulement les souris ayant un 
knock-out homozygote du VEGF-A, mais aussi des souris hétérozygotes (VEGF-A+/-) 
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présentent un phénotype embryonnaire létal dû à la formation de vaisseaux sanguins 
immatures. Ces résultats indiquent que le taux local de VEGF-A dans des embryons doit être 
étroitement régulé pour aboutir à l'angiogenèse (Carmeliet et al., 1996; Ferrara, 2000) . 
Quelques semaines après la naissance, l’expression du VEGF-A diminue dans la plupart des 
tissus et reste faible dans les organes adultes, excepté le plexus choroïde cérébral, les alvéoles 
pulmonaires, les glomérules rénaux ou le cœur. Son expression est augmentée durant certains 
processus physiologiques (cicatrisation) et pathologiques. Il est sécrété par divers types 
cellulaires, tels que les cellules vasculaires au niveau de l’aorte, les kératinocytes, ou les 
macrophages (Holmes and Zachary, 2005). Malgré la complexité du processus d’angiogenèse 
tumorale et le nombre grandissant de facteurs impliqués, il apparaît que le VEGF-A est un 
régulateur crucial de ce processus. D’ailleurs son expression, tant sur le plan de son ARNm ou 
de sa protéine, augmente dans la plupart des tumeurs (Ferrara, 2004). De plus, une 
augmentation de ses taux plasmatiques est détectée chez les patients atteints de cancer 
(Botelho et al., 2010; Rogoziński et al., 2012). De façon intéressante, une méta-analyse 
récente réalisée sur une série de 1816 patients porteurs de CBnPCs, carcinomes colorectaux 
ou rénaux a montré une association entre de hauts niveaux de VEGF-A circulants et une 
diminution de la survie sans progression et de la survie globale en réponse au bevacizumab 
(Hegde et al., 2013). Même si de telles corrélations ne sont pas retrouvées dans tous les types 
tumoraux, il apparaît donc que de hauts niveaux plasmatiques de VEGF-A soient un marqueur 
de progression tumorale et donc de mauvais pronostic. Dans cette étude, il est aussi très 
intéressant de noter que les auteurs n’ont pas retrouvé de corrélation entre les niveaux 
plasmatiques mesurés par ELISA et les niveaux intra-tumoraux détectés par 
immunohistochimie, ce qui pourrait expliquer certaines contradictions décrites entre 
différentes études concernant la présence/absence de corrélation entre expression de VEGF-A 
et pronostic.  
 
II.5. La voie de signalisation dépendante du VEGF-A : ligands et récepteurs 
Dans la carcinogenèse, tout aussi bien que dans n’importe quel contexte physiologique ou 
pathologique, le rôle principal du VEGF-A consiste donc en la promotion de l’angiogenèse. 
Les actions du VEGF-A (Figure 8) sur les CEs sont régulées par l’hypoxie , l’inflammation, la 
production de radicaux libres oxygénés (Alevizakos et al., 2013), mais aussi par sa liaison aux 
constituants de la MEC et l’action de certains mécanismes protéolytiques (Ferrara, 2010). 
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Dans le cadre de la promotion des cancers pulmonaires, tout comme pour les autres types de 
tumeurs, ses principaux effets consistent en l’induction de la prolifération, de la survie, de la 
migration de CEs et le recrutement des progéniteurs endothéliaux. Cependant, comme nous le 
verrons par la suite, de plus en plus de données indiquent que le VEGF-A exerce aussi une 
fonction autocrine sur les cellules tumorales qui expriment à leur surface les récepteurs 
VEGFR1, VEGFR2 et/ou leurs corécepteurs NRP1 et NRP2 (Alevizakos et al., 2013; Goel 
and Mercurio, 2013). Si on a longtemps pensé que cette boucle autocrine était une boucle 
conditionnant la survie et la prolifération des cellules tumorales, des données récentes 
suggèrent que le rôle du VEGF-A dans ce contexte est plus compliqué qu’initialement 
envisagé. A côté de son effet sur les cellules tumorales, le VEGF-A agit aussi sur d’autres 
types cellulaires. Il exerce un effet neuro-protecteur sur différentes cellules du système 
nerveux (Oosthuyse et al., 2001). Il intervient aussi au cours du métabolisme osseux  (Zelzer 
et al., 2004). Sur la base de l’ensemble de ses fonctions, on comprend donc que la régulation 
de l’expression du VEGF-A est primordiale à l’état physiologique car son expression 
anarchique conduit au développement de pathologies.  
 
 
Figure 8. Effets induits par le VEGF-A durant l'angiogenèse (D’après Alevizakos et Kaltsas, 
2013).  
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II.5.1. VEGF-A : un gène hautement régulé au niveau transcriptionnel et 
post-transcriptionnel  
Le génome humain est composé d’environ 25000 gènes. Relativement, cela représente un 
nombre très faible de gènes si on le compare à des organismes moins complexes comme 
Drosophila melanogaster (13601 gènes). Cette observation a permis de mettre à jour les 
différents mécanismes qui aboutissent à la diversité du protéome chez l’Homme. En utilisant 
différents modes de régulation de l’expression des gènes, modifications transcriptionnelles ou 
post-transcriptionnelles, les cellules peuvent produire environ 100000 protéines différentes. 
Parmi les gènes dont l’expression est étroitement régulée à différents niveaux, le VEGF-A est 
régulé à toutes les étapes concevables de l’expression des gènes  (Arcondéguy et al., 2013). Il 
est ainsi régulé : (1) au niveau transcriptionnel, mais aussi (2) au niveau post-transcriptionnel 
via un contrôle de l’épissage alternatif de son ARM pré-messager et la génération de 
différents variants d’épissage présentant des fonctions biologiques distinctes en ce qui 
concerne la localisation sub-cellulaire et l’activité des isoformes protéiques codées par ces 
variants d’épissage, (3) au niveau de la stabilité de son ARNm et (4) au niveau de la 
traduction de son ARNm (Arcondéguy et al., 2013). 
 
II.5.1.1. Régulation transcriptionnelle du VEGF-A 
Le gène VEGF-A humain est situé sur le chromosome 6 à 6p21.3 (Vincenti et al., 1996). Il 
comprend huit exons et sept introns et s’étend sur environ 14 kb (Tischer et al., 1991) (figure 
9). La séquence promotrice du gène VEGF-A représente 1,2 kb chez la souris et le rat (Shima 
et al., 1996), alors qu'une région de 2,36 kb est critique dans le gène humain (Buteau-Lozano 
et al., 2002). Ce promoteur est dépourvu d’une séquence consensus pour une boîte TATA, 
mais il contient plusieurs sites consensus de liaison pour des régulateurs transcriptionnels, y 
compris AP1, AP2 et SP1, des régulateurs dépendants de facteurs de croissance, de cytokines, 
d’hormones et de l’activation de gènes oncogènes et suppresseurs de tumeur (Pagès and 
Pouysségur, 2005). Ainsi, le niveau d’oxygène a un rôle clé dans le contrôle de l’expression 
du VEGF-A (Shweiki et al., 1992) via la stabilisation, en conditions hypoxiques, des facteurs 
de transcription de la famille HIF principalement HIF1a et HIF2α qui régulent les niveaux de 
VEGF-A en se fixant au HRE  présent au niveau gène VEGF-A  (Minchenko et al., 1994). Les 
niveaux d’ARNm du VEGF-A peuvent aussi être augmentée par certains facteurs de 
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croissance dont les protéines TGF-a, TGF-b, IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), FGF et 
PDGF. Il a été suggéré que la sécrétion paracrine ou autocrine de ces facteurs pourrait 
coopérer avec un état d’hypoxie locale pour réguler l’expression du VEGF-A (Ferrara and 
Davis-Smyth, 1997; Neufeld et al., 1999). Dans certaines conditions d’inflammation, 
certaines cytokines comme IL1-a (interleukin-1a) et IL-6 induisent l’expression du VEGF-A 
dans différents types cellulaires. Des mutations oncogéniques, telles que des mutations de 
Ras, ou l’amplification de Myc peuvent aussi conduire à l’augmentation de l’expression de 
VEGF-A (Okada et al., 1998). Il faut aussi préciser qu’il existe un autre promoteur dans la 
région 5'-UTR du VEGF-A, situé 633 nucléotides en aval du site d’initiation de la 
transcription principal. L'insensibilité de cet autre promoteur à l'hypoxie indique l'absence de 
co-régulations avec la région promotrice principale et la possibilité d’une régulation dans des 
conditions distinctes (Akiri et al., 1998). 
 
 
 
 
Figure 9. Représentation schématiques des domaines fonctionnels encodés par les différents 
exons du gène du VEGF-A. les résidus basiques qui confèrent une affinité pour les protéoglycanes 
contenant de l'héparine sont indiquées. Parce que VEGF165b ne lie pas l'héparine, il a été proposé que 
l'exon 8b pourrait exercer un effet négatif sur la liaison à l'héparine.A l’inverse, l'exon 8a serait 
nécessaire pour la liaison à l'héparine. Exons 3 et 4 encodent les domaines de liaison aux VEGFR1 et 
VEGFR2. Les séquences des exons 5, 7, 8a sont nécessaires pour la liaison du VEGF-A aux 
neuropilines. En conséquence, les isoformes VEGFxxxb ne se lient pas neuropilines (d’après Nowak et 
al., 2008). 
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II.5.1.2. Régulations post-transcriptionnelles du VEGF-A  
Parallèlement à la régulation transcriptionnelle, qui ne concerne qu’une fraction du VEGF-A 
exprimé, le VEGF-A est hautement régulé par des modifications post-transcriptionnelles qui 
occupent une place primordiale dans la régulation de ce facteur. Parmi ces modifications, on 
trouve des régulations au niveau de la queue polyA ou des régulations au niveau de la 
traduction de l’ARNm VEGF-A grâce à la présence côté 5’-UTR de 2 séquences IRES 
(Internal Ribosome Entry Site) et de 3 codons start alternatifs CUG permettant une initiation 
de la traduction différente (Arcondéguy et al., 2013). De façon intéressante, dans les tumeurs 
pulmonaires, il a été montré que le VEGF-A lui même était capable de réguler sa propre 
traduction via une boucle autocrine de rétrocontrôle mettant en jeu une activation de la voie 
mTOR dépendante du récepteur VEGFR2 (Chatterjee et al., 2013). De plus, la stabilité de 
l’ARNm VEGF-A est hautement contrôlée. En effet, en conditions normales d’oxygène et de 
nutriments, la demi-vie de l’ARNm du VEGF-A est de 15-40 min « in vitro »  (Dibbens et al., 
1999; Shima et al., 1995). La stabilité de l’ARNm VEGF-A est principalement régulée par des 
séquences présentes au niveau de son extrémité 3’-UTR, que sont les séquences ARE (AU-
Rich Element). En conditions normoxiques, ces séquences sont la cible de protéines telles que 
AUF1 ou la tristetraproline (TTP) qui vont déstabiliser l’ARNm VEGF-A via le recrutement 
de la machinerie de dégradation des ARNs (Zhang et al., 2002). A l’inverse, en conditions 
hypoxiques, ces mêmes séquences contribuent à la stabilisation de l’ARNm VEGF-A en 
permettant la liaison de protéines telles que HuR, hnRNPL, PAIP2 (Poly(A)-Binding 
Interacting Protein 2) ou encore l’oncoprotéine MDM2 (Arcondéguy et al., 2013). Enfin, le 
VEGF-A est hautement régulé par épissage alternatif de son ARN pré-messager qui génère 
comme nous allons le voir des isoformes protéiques possédant des propriétés bien distinctes. 
 
II.5.2. Les différents variants d’épissage du VEGF-A : structure et fonction 
Chez les eucaryotes, l’épissage alternatif des pré-ARNm constitue un processus clé de 
contrôle de l’expression des gènes puisque l’on estime à l’heure actuelle que plus de 90% des 
gènes possédant plusieurs exons sont régulés par épissage alternatif  (Pan et al., 2008; Sultan 
et al., 2008). Il est de plus en plus admis que ce processus participe aux processus 
physiologiques et pathologiques tels que le développement des cancers (Germann et al., 
2012). Au cours de l’épissage alternatif, les exons mais aussi des introns peuvent être soit 
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conservés dans la séquence d’ARN messager mature, soit excisés suivant différentes 
combinaisons pour créer un large éventail d'ARNm à partir d'un seul pré-ARNm. En outre, 
l'épissage alternatif au niveau des régions non codantes des ARNm peut conduire à la 
suppression de certains éléments de régulation tels que des activateurs de la traduction ou 
certains domaines nécessaires à la stabilité de l'ARN, et affecter de manière significative le 
niveau d'expression de la protéine. Les événements d'épissage alternatifs qui altèrent la région 
de l'ARNm codant pour la protéine vont quant à eux générer des protéines qui diffèrent par 
leur séquence d'acides aminés et donc par leurs activités (Arcondéguy et al., 2013). 
 
II.5.2.1. Les différents variants d’épissage VEGFxxx du VEGF-A : structure et 
biodistribution  
Comme mentionné précédemment, le gène du VEGF-A comprend 8 exons et 7 introns. 
L’existence de différents variants d’épissage du VEGF-A résultant de l’épissage alternatif de 
son pré-ARNm a été décrite deux ans après sa découverte (Houck et al., 1992; Tischer et al., 
1991). A ce jour, chez l’homme, neuf variants d’épissage du VEGF-A, dénommés VEGFxxx 
où le xxx représente le nombre total d’acides aminés présents dans la protéine mature après le 
peptide signal ont été décrits. Ils comprennent les isoformes VEGF111, VEGF121, VEGF145, 
VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF183, VEGF189 et VEGF206 (Figure 10) (Arcondéguy et al., 
2013; Ferrara, 2004). Chez la Souris, les isoformes VEGF120, VEGF164 et VEGF188 sont, 
respectivement, les homologues murins du VEGF121, VEGF165 et VEGF189 décrits chez 
l’humain. L’une des caractéristiques typiques de la structure des isofomes du VEGF-A 
consiste en la présence en position N-terminale d’une séquence de 26 acides aminés 
hydrophobes codée par l'exon 1. Cette séquence est retrouvée dans la majorité des protéines 
sécrétées. Tous les variants d’épissage du VEGF-A décrits jusqu’alors, sauf l’isoforme 
VEGF111, possèdent les cinq premiers exons. La génération des différentes isoformes du 
VEGF-A résulte alors de l’inclusion et/ou exclusion des exons 6a, 6b ou 7. Ainsi, le VEGF189 
ne possède pas les résidus codés par l’exon 6b, le VEGF165 ceux codés par l’exon 6 et le 
VEGF121 ceux codés par les exons 6 et 7. Les exons 6a et 7 codent pour des séquences 
hautement conservées riches en résidus basiques et qui possèdent une affinité pour l’héparine. 
La présence ou l’absence de ces résidus va donc conférer une biodisponibilité différente aux 
isoformes du VEGF-A (Vempati et al., 2011). Le VEGF121 est une protéine acide qui ne lie 
pas l’héparine et est très diffusible, alors que les VEGF 206, 189, 183, 162 et 145 sont très 
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souvent liés aux héparines présents à la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire : ils 
sont très peu diffusibles  (Houck et al., 1992). L’isoforme VEGF165 a une biodistribution 
intermédiaire avec 50-70% de liaison à la matrice extracellulaire. Les isoformes du VEGF-A 
retenues à la matrice extracellulaire constituent un réservoir à partir duquel elles peuvent être 
rapidement libérées en réponse aux héparinases, héparane sulfate ou aux enzymes 
protéolytiques telles que la plasmine ou l’UPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) 
(Houck et al., 1992; Plouët et al., 1997) . L’épissage alternatif du VEGF-A contribue donc à la 
formation d'un gradient de VEGF-A essentiel au processus de néovascularisation tumorale.  
 
Les isoformes les plus diffusibles agissant au niveau des sites distaux pour promouvoir le 
recrutement vasculaire, alors que celles associées à la membrane cellulaire et à la matrice 
extracellulaire agissent en favorisant l'expansion locale des capillaires (Grunstein et al., 2000). 
De façon intéressante, le VEGF189 peut aussi se retrouver dans le noyau car il possède une 
région très riche en résidus très basiques qui pourrait correspondre à un signal de localisation 
nucléaire (Lejbkowicz et al, 2005). A l’heure actuelle, on ne connaît pas le rôle de cette 
localisation nucléaire de VEGF189.  
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Figure 10. Structure du gène du VEGF-A humain et exons composant les différents isoformes.  
Toutes les isoformes du VEGF-A décrites jusqu’à aujourd’hui, et nommées selon le nombre d’acides 
aminés compris dans leur séquence peptidique, contiennent les partie encodées par les exons 1 à 5, à 
l’exception de l’isoforme VEGF111, et peuvent aussi intègrer différentes séquences pour l’exon 8. La 
sélection du site d’épissage distal ou proximal au niveau de l’exon terminal résulte en deux familles 
d’isoformes : la famille pro-angiogénique VEGFxxx et la famille anti-angiogénique VEGFxxxb. Les 
exons 6 et 7 codent le domaine de liaison à l’héparine, qui conditionne la capacité de diffusion des 
différentes isoformes et leur affinité avec la matrice extracellulaire (MEC) (d’après Arcodénguy et al., 
2013). 
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II.5.2.2. Les différents variants d’épissage VEGFxxx du VEGF-A : fonctions 
biologiques  
Afin de démontrer clairement le rôle crucial de l'épissage alternatif dans la régulationde  
l’activité du VEGF-A, différentes souris transgéniques n’exprimant qu’une seule isoforme du 
VEGF-A ont été générées. Ces études ont permis de montrer que durant le développement 
embryonnaire et dans les tissus adultes, le rapport entre les différentes isoformes varie de 
façon spatio-temporelle  (Ng et al., 2001). Si les souris hétérozygotes VEGF120, VEGF164 et 
VEGF188 sont en bonne santé (Carmeliet and Collen, 1999; Stalmans et al., 2002), les 
embryons de souris n'exprimant que le VEGF120 à l’état homozygote présentent des 
altérations de l'angiogenèse cardiaque au stade postnatal entraînant une grave ischémie du 
myocarde, une mort précoce et un développement vasculaire pulmonaire altéré. Dans ces 
expériences, la moitié des embryons meurt durant la période périnatale à cause de 
malformations congénitales et l'autre moitié succombe dans les 2 semaines après la naissance, 
en raison notamment d’une ischémie myocardique  (Mattot et al., 2002). De la même façon, la 
moitié des souris exprimant l’isoforme VEGF188 décède entre le stade embryonnaire E9.5 et 
E13.5 (Stalmans et al., 2002). A l’inverse, les souris homozygotes VEGF164 sont en bonne 
santé, fertiles et ont un développement rétinien normal, alors que l’inactivation spécifique de 
cette isoforme entraîne une létalité au stade embryonnaire avec des défauts de vascularisation 
majeurs dans tous les organes (Carmeliet and Collen, 1999). Prises ensemble, ces données 
indiquent que les différentes isoformes du VEGF-A issues de l'épissage alternatif sont 
nécessaires pour le développement normal de la vasculature, mais que l’isoforme VEGF164 est 
absolument indispensable et ne peut être compensé par les autres isoformes tout du moins au 
cours du développement chez la souris. Chez l’Homme, l’importance du VEGF165 a été 
décrite durant l’implantation de l’embryon, le cycle menstruel chez la femme, la réparation 
tissulaire ou la cicatrisation  (Ferrara, 2004; Sung et al., 2010). A côté de ses fonctions 
angiogéniques, l’isoforme VEGF165 joue aussi un rôle dans la croissance et la survie de 
cellules non endothéliales, incluant les lymphocytes et les cellules hématopoïétiques (Katoh et 
al., 1995), les neurones et les cellules de Schwann (Lambrechts et al., 2003; Sondell et al., 
1999), les cellules épithéliales rénales (Villegas et al., 2005) ou les podocytes (Foster et al., 
2005). 
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II.5.2.3. Profil d’expression des isoformes VEGFxxx   
Sur la base des études effectuées jusqu’alors, principalement par analyse des transcrits par 
RT-PCR ou RT-QPCR dans un large panel de lignées cellulaires, tissus et tumeurs, la plupart 
des tissus produit préférentiellement les ARNms codant pour les VEGF121, VEGF165 et 
VEGF189, l’ARNm VEGF165 étant majoritaire. L’ARNm VEGF121 est abondant dans le 
poumon et le rein. L’ARNm VEGF189 est exprimé dans les tissus cardiaque et vasculaire 
(Zygalaki et al., 2008). A l’inverse, les ARNms codant pour les VEGF145 et VEGF206 sont 
rarement exprimés et plutôt restreints au placenta  (Cheung et al., 1995). Le VEGF111 a été 
découvert en 2007 dans différentes lignées tumorales traitées par des agents génotoxiques 
(Mineur et al., 2007). Malgré toutes ces études démontrant les profils d’expression 
différentiels des différents VEGFxxx, on connaît très peu de choses sur les mécanismes 
moléculaires contrôlant cet épissage. Certains facteurs d’épissage tels que SAM68 (Cohen et 
al., 2005), la protéine CAPER (Dowhan et al., 2005) ont été décrits comme régulant 
l’épissage VEGFxxx, et une séquence régulatrice ESE (Exonic Splicing Enhancer) a été 
identifiée dans l’exon 6b (Wang et al., 2009) . On ne sait pas ce que lie cette séquence. Dans 
l’utérus, la progestérone augmente l’expression du VEGF189 (Ancelin et al., 2002), et dans les 
cellules de l’endomètre, l’acidification favorise l’ARNm VEGF121 par un mécanisme mettant 
en jeu la p38 MAPK et les facteurs d’épissage SRSF1, SRSF5 et SRSF3  (Elias and Dias, 
2008).  
 
Les isoformes VEGFxxx ont démontré des propriétés pro-tumorigéniques dans plusieurs types 
tumoraux notamment dans les CBnPCs. En accord avec des fonctions distinctes de ces 
différentes isoformes, il a été montré que les cellules murines de fibrosarcomes exprimant un 
seul des isoformes VEGFxxx donnent lieu à des tumeurs possédant des profils vasculaires 
distincts (Tozer et al., 2008). Chez l’Homme, l’analyse des différents variants d’épissage, par 
RT-PCR ou RT-QPCR, a montré que les transcrits les plus abondant dans les tumeurs 
pulmonaires et coliques étaient ceux du VEGF165 et du VEGF121 (Zygalaki et al., 2007) . Dans 
les cancers pulmonaires, une augmentation du transcrit VEGF121 a été associée à un mauvais 
pronostic et à un envahissement ganglionnaire (Kawai et al., 2008).  L’expression de l’ARNm 
VEGF165 a été corrélée à la progression, l’invasion, une diminution de la survie cellulaire et à 
un mauvais pronostic dans différentes tumeurs (Inoue et al., 1997; Kaya et al., 2000; Lee et 
al., 1999; Maeda et al., 1996). Les niveaux de transcrits du VEGF189 ont été décrits comme un 
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facteur pronostique dans les CBnPCs (Matsuyama et al., 2009). Cet isoforme serait aussi 
nécessaire à la croissance de xénogreffes de CBnPCs in vivo, les tumeurs qui surexpriment cet 
isoforme étant plus volumineuses et mieux perfusées que celles surexprimant le VEGF121 et le 
VEGF165 (Yuan et al., 2011). De façon intéressante, une étude récente a compilée toutes les 
données connues concernant l’expression des différents transcrits VEGFxxx dans les tissus 
sains et tumoraux (Vempati et al., 2011). Cette étude confirme l’existence de profils 
d’expression différents des VEGFxxx selon le tissu et le type tumoral considérés. Ces résultats 
démontrent donc que l’épissage du VEGF-A est un acteur important du processus de 
tumorigenèse. Cependant, aucune étude n’a jusqu’alors analysé l’expression des différents 
variants VEGFxxx au niveau protéique, tout du moins à large échelle. Ceci est lié au fait qu’il 
n’existe pas d’anticorps permettant de détecter spécifiquement l’une ou l’autre des isoformes 
disponible sur le marché. La question qui se pose et qui demeure sans réponse est donc de 
savoir si l’expression des ARNm reflète bien l’expression des isoformes au niveau protéique.  
 
II.5.3. La famille des variants VEGFxxxb : un nouvel acteur encore 
controversé  
II.5.3.1. Les variants VEGFxxxb : structure 
Comme le montre la Figure 11, l'exon 8 du VEGF-A contient un site d'épissage alternatif en 3' 
qui peut être utilisé par la cellule pour générer une famille distincte d’isoformes du VEGF-A 
ayant une longueur identique à celle des isoformes précédemment décrites, mais qui diffèrent 
au niveau de leur séquence d'acides aminés C-terminaux (Bates et al., 2002). Ces isoformes, 
dénommées VEGFxxxb, sont générées suite à l’utilisation d'un site d'épissage distal (DSS, 
Distal Splice Site), situé 66 nucléotides en aval du site d'épissage proximal (PSS, Proximal 
Splice Site). Cela résulte en l’excision de l’exon 8a et produit un ARNm codant pour des 
isoformes qui ont 94-98% d’homologie avec les isoformes VEGFxxx mais qui diffèrent 
uniquement au niveau de leurs 6 derniers acides aminés (Bates et al., 2002). Les isoformes 
VEGFxxx possèdent une extrémité C-terminale Cys -Asp- Lys- Pro -Arg- Arg (CDKPRR) et 
les isoformes VEGFxxxb, une extrémité C-terminale Ser -Leu- Thr- Arg -Lys- Asp (SLTRKD)   
(Ladomery et al., 2007). Cette différence en C-terminal modifie la structure tertiaire de la 
protéine  (Woolard et al., 2009). Ainsi, le résidu Cys- 160 qui forme une liaison disulfure avec 
le résidu Cys- 146 dans l'exon 7 dans le cas des isoformes VEGFxxx, se trouve remplacé par 
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un résidu acide (Asp) dans les isoformes VEGFxxxb. D’autre part, dans les isoformes 
VEGFxxxb, les deux arginines hautement chargées présentes en C-terminal des isoformes 
VEGFxxx sont remplacées par un résidu lysine à charge neutre et un résidu acide aspartique. 
La substitution d'une proline par une arginine contribue également à une modification 
profonde de la relation structure-fonction de ces isoformes, notamment leur capacité à lier les 
neuropilines. De plus, l’isoforme VEGF165b n’est pas capable de lier l’héparine, malgré la 
présence de l’exon 7, suggérant une implication directe de l’exon 8a ou une fonction 
inhibitrice de l’exon 8b dans cette interaction (Delcombel et al., 2013). Ainsi, en comparaison 
des isoformes VEGFxxx, les isoformes VEGFxxxb ont une biodisponibilité et une activité 
différentes. Comme nous le verrons plus en détail par la suite, les isoformes VEGFxxxb sont en 
effet des isoformes ayant une activité anti-angiogénique sur les cellules endothéliales capables 
d’antagoniser les fonctions des isoformes VEGFxxx. 
 
 
Figure 11. La structure de la séquence d’acides aminés de l'extrémité 3' des isoformes VEGFxxx 
et VEGFxxxb. VEGFxxxb diffère de VEGFxxx par seulement six acides aminés au niveau de l'extrémité 
carboxy-terminale. La sélection du site d'épissage proximal (PSS) produit une protéine pro-
angiogénique possédant la séquence (CDKPRR) en C-terminal, tandis que la sélection du site 
d'épissage distal (DSS) génère une protéine anti-angiogénique avec une séquence unique (SLTRKD) 
en C-terminal. Par conséquent, le VEGFxxxb ne possède ni liaison disulfure entre Cys-146 et Cys160, 
ni un point d'inflexion de la proline, ce qui  produit un changement dans la structure tertiaire. Les 
majuscules représentent les ORFs (Opening Reading Frame). Les minuscules représentent des introns 
ou séquences 3'UTR. (D'après Woolard et al., 2009). 
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II.5.3.2. Les variants VEGFxxxb : profil d’expression et régulation 
Le VEGF165b a été le premier isoforme VEGFxxxb identifié par Bates et ses collaborateurs 
(Bates et al., 2002). Des études ultérieures ont ensuite démontré l'existence des VEGF121b, 
VEGF183b, VEGF145b (Perrin et al., 2005) et du VEGF189b (Miller-Kasprzak and Jagodziński, 
2008). Sur la base d’analyses de RT-PCR, RT-QPCR, western-blot, ou ELISA, il a été estimé 
que les isoformes VEGFxxxb représentent plus de 50% de la quantité de VEGF-A total dans 
les tissus normaux, non angiogéniques tels que le poumon (82%), le colon (>95%), la peau 
(>95%) (Qiu et al., 2009) et la vitrée (66%) (Perrin et al., 2005). A l’inverse, les isoformes 
VEGFxxxb représenteraient une petite fraction du VEGF-A total dans le placenta (1,4%)  
(Bates et al., 2006). 
 
Aujourd’hui encore, on en sait peu sur les événements cellulaires et moléculaires qui régulent 
l'épissage alternatif et qui conduisent à la génération des deux familles d’isoformes distincts 
VEGFxxx ou VEGFxxxb. En 2008, l’équipe de Bates a montré dans les cellules primaires 
épithéliales que l’IGF-1 et le TNF-a favorisaient le choix du site proximal d’épissage et donc 
les isoformes VEGFxxx, alors que le TGF-b1 favorisait le site distal, donc les isoformes 
VEGFxxxb (Nowak et al., 2008) (Figure 12). Par la suite, cette équipe a identifié les facteurs 
d’épissage de la famille des protéines SR (Serine/Arginine Rich protein) comme des 
régulateurs de cet épissage. Dans ce contexte, les protéines SRSF1 (SF2/ASF) et SRSF5 
(SRp40) favorisent la sélection du site d'épissage proximal, alors que SRSF6 (SRp55) 
favorise l’utilisation du site distal (Harper and Bates, 2008) . Les voies de signalisation mises 
en jeu ont aussi été caractérisées. Ainsi, l’action du TGF-b1 nécessite la voie p38MAPK et 
CLK/STY, alors que IGF-1 active les voies PKC et SRPK1/2 (Figure 12). Le rôle de la voie 
du TGF-b1 et de SRSF6 dans la régulation de l’expression des isoformes VEGFxxxb a aussi 
été décrit dans les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales de patients atteints 
de sclérose systémique (Manetti et al., 2011). 
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Figure 12. Régulation de l’épissage alternatif du VEGF. a. Le domaine CTD de l'ARN polymérase 
II (Pol II ) recrute des facteurs de transcription (TF) et des facteurs d'épissage (SF). Les SF sont 
recrutés par la machinerie transcriptionnelle en raison de leur interaction avec Pol II, ils reconnaissent 
des séquences en cis sur les pré-ARNm et les deux sites d'épissage (SS), donneur en 5' (5'SS) ou 
accepteurs en 3', peuvent être reconnus. Les facteurs d'épissage (SF) recrutés sont dépendants de la 
séquence ESE, ils peuvent être régulés par des kinases (SFK), qui sont elles même régulées par des 
molécules de signalisation cellulaire (CSM) en aval des facteurs de croissance (GFs). b. La régulation 
de la sélection PSS du VEGF-A par l’IGF. L’IGF active la protéine kinase C (PKC) et induit la 
phosphorylation de SRPKs. Ces dernières activent le facteur d'épissage SRSF1 et favorisent la 
sélection du PSS. c. Les facteurs influant sur le choix de DSS du VEGF. Le TGFβ1 conduit à 
l'activation de la p38MAPK et à l'activation subséquente des kinases CLK1 et CLK4. CLK1 et CLK4 
phosphorylent le facteur d'épissage SRSF6, résultant en la sélection du DSS et la production de VEGF 
xxxb. Il est également possible que SRSF1 soit inactivée par CLK1 et CLK4, ou que la phosphorylation 
des SF puisse changer leur position, leur dégradation ou leur l'affinité de liaison (d’après Harper and 
Bates, 2008)) .  
 
Dans les tumeurs, nous avons aussi décrit l’implication des protéines SR dans le contrôle des 
isoformes VEGFxxxb. Ainsi, dans des lignées cellulaires dérivées de CBnPCs, nous avons 
montré que le facteur de transcription E2F1 favorise l'expression des isoformes VEGFxxxb par 
un mécanisme impliquant l’expression du facteur d'épissage SRSF2 (Merdzhanova et al, 
2010). Dans les tumeurs de Wilms, la mutation du gène suppresseur de tumeur WT1 
augmente l’expression de la kinase SRPK1 (Serine/arginine-Rich Protein Kinase 1) qui 
phosphoryle le facteur SRSF1, promouvant de ce fait sa localisation nucléaire et induisant 
l’expression des isoformes pro-angiogéniques VEGFxxx (Amin et al., 2011). De façon 
intéressante, nous avons montré que le cisplatine contrôle l’expression de SRSF2 dans les 
CBnPCs (Edmond et al., 2011) . Peu de données existent en ce qui concerne l’effet des 
chimiothérapies sur la production de VEGF-A dans les tumeurs. Néanmoins, dans les cellules 
de carcinomes colorectaux, une étude a montré que les chimiothérapies augmentaient 
significativement le taux de transcrits du VEGF-A (Fan et al., 2008). On ignore encore 
aujourd’hui si ces agents ont un effet sur la production des différentes isoformes du VEGF-A. 
Ainsi, malgré le grand nombre d'études portant sur l'expression et la fonction des différentes 
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isoformes du VEGF-A, notre compréhension des mécanismes de régulation de l'épissage 
alternatif en est encore à ses débuts. 
 
II.5.3.3. Les variants VEGFxxxb : fonctions biologiques   
Sur le plan biologique, la plupart des études ont jusqu’alors porté sur le rôle de l’isoforme 
VEGF165b, qui tout comme l’isoforme VEGF165, apparaît être celle qui est la plus exprimée à 
l’intérieur de la sous-famille xxxb. Des tests « in vitro » de prolifération et de migration de 
cellules endothéliales, des tests « ex vivo » de mesure de résistance sur vaisseaux isolés, et des 
expériences « in vivo » dans des modèles de xénogreffes dérivées de tumeurs ont permis de 
montrer que le VEGF165b agit comme un dominant négatif qui compète avec et inhibe les 
effets du VEGF165 sur la prolifération, la migration et la vasodilatation des cellules 
endothéliales (Bates et al., 2002; Cébe Suarez et al., 2006; Qiu et al., 2008; Rennel et al., 
2008; Woolard et al., 2004). Il est aussi considéré comme un agoniste partiel des récepteurs 
de part sa capacité à se fixer à ses récepteurs mais à n’induire qu’une activation incomplète de 
ces derniers (Cébe Suarez et al., 2006). Il prévient aussi l’angiogenèse oculaire induite par 
l’hypoxie (Konopatskaya et al., 2006). D’autres fonctions ont été attribuées à cet isoforme. Il 
exerce notamment des fonctions neuroprotectrices (Qiang et al., 2012), mais est aussi exprimé 
dans les cellules stromales entourant des tumeurs colorectales (Tayama et al., 2011). Dans les 
tumeurs, sa surexpression inhibe la croissance de xénogreffes implantées en sous-cutané chez 
la souris et dérivées de carcinome de la prostate, de sarcome d'Ewing ou de carcinome rénal 
(Rennel et al., 2008; Woolard et al., 2004). Par ailleurs, l’administration du ligand 
recombinant VEGF165b inhibe la croissance de xénogreffes dérivées de carcinomes coliques 
en bloquant l’angiogenèse (Rennel et al., 2008). Le VEGF165b possède une affinité similaire 
pour l'anticorps anti-VEGF, bevacizumab (BVZ), indiquant que le ratio des isoformes anti-
angiogéniques et pro-angiogénique peut réguler les taux de croissance de la tumeur, mais 
pourrait aussi affecter la sensibilité des tumeurs au BVZ par compétition (Varey et al., 2008). 
Finalement, l’isoforme VEGF121b elle aussi est capable d’inhiber la migration des cellules 
endothéliales et la croissance de xénogreffes en prévenant l’angiogenèse (Rennel et al., 2008). 
En accord avec ces données d’un rôle anti-angiogénique des isoformes VEGFxxxb, leur 
expression dans certaines tumeurs humaines est diminuée, contrairement à celle des isoformes 
VEGFxxx. Cela inclut les mélanomes (Pritchard-Jones et al., 2007), les carcinomes 
prostatiques (Woolard et al., 2004), coliques (Varey et al., 2008), rénaux (Bates et al., 2002), 
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ou les tumeurs de Wilms (Amin et al., 2011). Dans les carcinomes coliques, la diminution du 
VEGF165b est associée aux stades avancés, l’invasion vasculaire et l’envahissement 
ganglionnaire (Díaz et al., 2008). Dans les mélanomes, l’absence de VEGFxxxb prédit le 
potentiel métastatique (Pritchard-Jones et al., 2007). Dans les neuroblastomes, l’expression du 
VEGF165b est diminuée en comparaison du VEGF165, et l’administration du ligand 
rhVEGF165b réduit là encore la croissance de xénogreffes dérivées de neuroblastomes  (Peiris-
Pagès et al., 2010). Dans un modèle de xénogreffes dérivées d’adénocarcinomes pulmonaires, 
nous avons montré que l’accumulation de VEGF165b en réponse à l’expression de E2F1 et 
SRSF2 inhibe la néo-angiogenèse et la croissance tumorale (Merdzhanova et al., 2010). 
L’ensemble de ces résultats suggère l’existence d’un switch entre l’expression des isoformes 
VEGFxxx et VEGFxxxb en faveur des isoformes VEGFxxxb au cours du développement 
tumoral.  
 
II.5.3.4. Les variants VEGFxxxb : un rôle et une existence encore controversée   
Malgré les nombreuses études démontrant une fonction anti-angiogénique des isoformes 
VEGFxxxb et détectant ces isoformes dans différents tissus, la réalité de leur existence tout du 
moins chez la souris ainsi que leur réelle fonction anti-angiogénique demeurent controversées. 
Cette controverse est en partie liée au fait que la plupart des études publiées sur les VEGFxxxb 
proviennent de l’équipe qui a découvert ces isoformes. Chez les rongeurs, seules 3 études ont 
décrit l’expression de ces isoformes  (Artac et al., 2009; Ergorul et al., 2008; Zhao et al., 
2011). En 2012, Harris et ses collaborateurs ont remis en question l’existence des isoformes 
VEGFxxxb chez la souris mais aussi chez l’Homme. En effet, les auteurs n’ont pas réussi à 
distinguer spécifiquement par RT-PCR ou RT-QPCR les variants d’épissage des 2 sous-
familles VEGFxxx et VEGFxxxb ni détecté la protéine par immunoblot (Harris et al., 2012). 
Comme discuté plus tard par Bates (Bates et al., 2013), ces différences pourraient être liées à 
des différences techniques, mais aussi à des différences dans la préparation/conservation des 
échantillons. Parallèlement à l’étude de Harris, une autre étude publiée par Catena et ses 
collaborateurs a remis en question la réelle activité anti-angiogénique des isoformes 
VEGF165b et VEGF121b (Catena et al., 2010). Les auteurs ont montré que des ligands 
recombinants VEGF121b et VEGF165b stimulent la prolifération des cellules endothéliales et la 
phosphorylation du récepteur VEGFR2 « in vitro » et aussi stimulent l’angiogenèse « in 
vivo ». Cependant, ces effets étant moins marqués que ceux observés avec le VEGF165, les 
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auteurs ont conclu que les variants VEGF165b et VEGF121b sont moins angiogéniques que le 
variant VEGF165 (Catena et al., 2010). Dans cette même étude, les auteurs ont aussi montré 
que les niveaux de VEGFxxxb n’étaient pas diminués dans les cancers du sein, mais au 
contraire augmentés voir plus élevés dans les tumeurs infiltrantes canalaires. Ces résultats 
indiquent que l’expression des isoformes VEGFxxxb n’est pas toujours diminuée dans les 
tumeurs humaines, comme aussi décrit dans les carcinomes rénaux à cellules claires (Grepin 
et al., 2012). L’ensemble de ces résultats suggère l’existence de fonctions des isoformes 
VEGFxxxb plus complexes que celles imaginées jusqu’alors et qui pourraient dépendre du type 
tumoral ou de la balance d’expression des différents variants VEGFxxx et VEGFxxxb. 
 
II.5.4. Les récepteurs et corécepteurs du VEGF-A  
II.5.4.1. Les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 
Les VEGFRs VEGFR1(FLT-1) et VEGFR2 (KDR/FLK-1) sont des récepteurs 
structuralement très proches de la famille PDGFR/Fms/Kit/FLT3, récepteurs du PDGF, avec 
cinq domaines Ig dans la région extracellulaire (Figure 13). Les membres de la famille 
PDGFR possèdent aussi un domaine tyrosine kinase, cependant, la signalisation dépendante 
des VEGFRs est assez différente de celle du PDGFR. En effet, les récepteurs de la famille 
PDGFR/Fms/Kit/FLT3 possèdent un ou plusieurs motifs Y-X-X-M dans la séquence de 
l’insert de kinase. Après autophosphorylation de cette tyrosine, ce motif va lier le domaine 
SH2 de la sous-unité SH2 de la PI3K, ce qui va considérablement activer les vois PI3K/AKT 
et RAS et ainsi induire la prolifération (Shibuya, 2013). A l’inverse, le motif Y-X-X-M 
n’existe pas dans les domaines kinase des VEGFRs, de ce fait la voie PI3K n’est 
généralement pas hautement activée après liaison des VEGFs à leurs récepteurs (Shibuya, 
2006).  
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Figure 13. Représentation schématique de la structure du mécanisme d'activation du VEGFR. 
Un dimère de VEGF lié de manière covalente (vert) se lie au VEGFR (bleu clair et foncé) conduisant à 
la dimérisation de deux monomères du récepteur. Des interactions supplémentaires entre les domaines 
de type Ig 4 et 7, les domaines transmembranaires et les domaines juxtamembranaires (bleu foncé) 
stabilisent le complexe VEGF/VEGFR résultant en une activation du domaine intracellulaire et 
l'autophosphorylation des résidus tyrosine requis pour la signalisation en aval (d’après Stuttfeld et 
Ballmer-Hofer, 2009). 
 
Le domaine extracellulaire des VEGFRs consiste en plusieurs sous-unités Ig-like et les 
segments de liaison les reliant. Trois fonctions distinctes ont été attribuées à ces sous-unités 
Ig-like : (1) elles forment un domaine de liaison des ligands, (2) elles jouent des rôles 
auxiliaires dans la dimérisation des récepteurs suite à la liaison des ligands (3) elles 
maintiennent le récepteur à l’état monomérique en l’absence de ligand (Figure 13) (Stuttfeld 
and Ballmer-Hofer, 2009). Dans la plupart des récepteurs à activité tyrosine kinase, deux 
domaines Ig-like forment le site critique de liaison du ligand. Dans ce contexte, il semble que 
la sous unité 2 soit nécessaire pour la liaison du VEGF au VEGFR1, alors que la liaison au 
VEGFR2 nécessite les deux sous-unités 2 et 3 (Christinger et al., 2004; Fuh et al., 1998). 
Suite à liaison du ligand, les récepteurs forment des dimères qui sont stabilisés par des 
interactions homotypiques entre les domaines membranaires Ig-like proximaux 4 et/ou 5, 
comme il a été démontré pour le PDGFR-β et kit. Pour le VEGFR-2, dont le domaine 
extracellulaire comprend sept domaines Ig-like, le domaine Ig-like 7 est celui impliqué dans 
les interactions homotypiques. Ces liaisons servent à stabiliser la liaison du ligand au dimère 
de récepteurs. En absence de ligand, des forces répulsives exercées par les domaines Ig-like 7 
et 4 du VEGFR2 assurent une faible activité basale du récepteur. Ainsi, si le maintien des 
dimères de VEGFRs est assuré par une interaction ligand/récepteur de haute affinité, il 
apparaît que ces dimères sont par la suite stabilisés par des liaisons homotypiques des 
monomères au niveau de leurs domaines extracellulaires comme il a été montré pour le 
PDGFR-β (Yang et al., 2008). Le maintien d’une conformation rigide que permettent les 
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interactions du ligand avec le dimère de récepteurs renforcé par les liaisons homotypiques va 
permettre de positionner correctement le domaine kinase intracellulaire du dimère de 
récepteur actif. De ce fait, les changements structuraux qui se produisent dans le domaine 
extracellulaire se transmettent au domaine kinase intracellulaire pour promouvoir la 
signalisation transmembranaire. Cette signalisation se traduit par la phosphorylation de 
plusieurs résidus tyrosine spécifiques localisés dans le domaine intracellulaire 
juxtamembranaire, le domaine kinase et l’extrêmité C-terminale du récepteur. De ce fait une 
variété de molécules est recrutée vers le dimère de VEGFR, créant un large complexe 
moléculaire appelé signalosome capable d’activer en aval la cascade de transduction du 
signal. Les interactions entre les VEGFRs et les effecteurs d’aval sont établies de façon 
prédominante au travers des domaines SH-2 (Sec Homology-2) et des domaines de liaison de 
la phosphotyrosine (PTB). Il semblerait que la dimérisation des VEGFRs soit nécessaire à 
leur activation, cependant elle ne serait pas suffisante. Afin que le dimère de récepteur soit 
actif, une orientation appropriée des deux domaines tyrosine kinase est nécessaire. Il a été 
démontré que le domaine juxtamembranaire intracellulaire joue un rôle important dans 
l’activation ou la répression de la phosphorylation des VEGFR 1 et 2 (Stuttfeld and Ballmer-
Hofer, 2009).  
Il est à noter que des formes solubles des récepteurs sVEGFR1 et sVEGFR2 sont également 
exprimées par les cellules. Ces formes résultent soit d’un épissage alternatif, ils  possèdent le 
domaine extra-cellulaire de liaison au ligand VEGF mais sont dépourvues du domaine 
d’activité kinase et sont donc incapables de signaliser (Albuquerque et al., 2009; Yamaguchi 
et al., 2002). Elles sont secrétées dans le milieu extracellulaire pour séquestrer le VEGF-A et 
l’empêcher d’exercer ses effets biologiques (Kajdaniuk et al., 2011). Elles agissent donc 
comme des récepteurs leurres. De façon, intéressante, des résultats d’essais cliniques récents 
ont montré que de hauts niveaux plasmatiques de sVEGFR1 chez les patients atteints de 
cancers du sein et du rectum pourraient constituer un marqueur prédictif de réponse à 
certaines thérapies anti-angiogéniques, telles que le BVZ (Lambrechts et al., 2013). 
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II.5.4.2. Les corécepteurs neuropilines 1 et 2 
Il existe deux membres de la famille des neuropilines (NRPs) qui sont conservés chez les 
vertébrés, la neuropiline 1 (NRP1) et la neuropiline 2 (NRP2), qui possèdent 44% 
d’homologie au niveau de leur séquence d’acide aminés. Les membres de la famille des 
neuropilines sont des protéines transmembranaires de classe I possédant au niveau de leur 
extrémité N-terminale deux domaines CUB (a1a2) ayant une homologie avec les protéines du 
complément Cls/Clr. Les neuropilines sont aussi dotées de deux domaines de liaison b1b2 
homologues aux domaines C1/C2 des facteurs de coagulation V/VIII, et d’un domaine 
Meprine/A5-antigen/ptp-Mu (MAM) ou domaine c qui serait impliqué dans la dimérisation du 
récepteur (Prud'homme et Glinka, 2012).  
 
 
Figure 14. Schéma général de la structure des neuropilines et des domaines de liaison à leurs 
principaux ligands. Le domaine B électronégatif est capable d’interagir avec les domaines basiques C 
des sémaphorines de classe 3 (Sema 3) et les régions codées par les exons 7 et 8 du VEGF-A. Les 
Sémaphorines de classe 3 sont aussi capable d’interagir avec les domaines a1/a2 via les séquences 
Séma3 et Ig. Le domaine MAM assure l’oligomérisation nécessaire à la transduction du signal produit 
par les sémaphorines ou le VEGF. TM représente le domaine trans-membranaire (D’après Perrot-
Applanat and Di Benedetto, 2012) 
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Les neuropilines possèdent une seule hélice transmembranaire et un court domaine 
intracellulaire (Figure 14). Les quatre domaines extracellulaires situés en N-terminal sont 
nécessaires et suffisants pour la fixation du ligand. Le domaine a1 interagit avec le domaine 
sema du ligand sema3. Le domaine b1 contient une poche de liaison spécifique à l’arginine en 
C-terminal et qui est nécessaire à la liaison du VEGF et de sémaphorine. De plus, les 
domaines b1 et b2 peuvent interagir pour former un domaine de résidus basiques impliqués 
dans la liaison de l’héparine, un membre des glycosaminoglycanes très riche en sulfate. 
Seules les isoformes du VEGF qui possèdent dans leur séquence la partie codée par les exons 
7 et 8 et possédant une Arg/Lys en C-terminal sont capable d’intergagir avec les NRPs 
(Parker et al., 2012). Récemment, un rôle de l’exon 5 du VEGF-A a aussi été impliqué dans la 
liaison à la neuropiline-1 (Delcombel et al., 2013).Cette interaction permet, en formant un 
complexe ternaire avec les VEGFRs, de stabiliser la liaison des ligands et de potentialiser la 
signalisation dépendante des VEGFRs.  
Les résultats de certaines études visant à déterminer le rôle des neuropilines dans le 
développement vasculaire ont laissé penser que les neuropilines NRP1 et NRP2 avaient des 
fonctions redondantes dans ce cadre (Kawasaki et al., 1999; Soker et al., 2002). Cependant, 
l’expression des deux NRPs devient cloisonnée plus tard au cours du développement avec 
l’expression majoritaire de la neuropiline 1 dans les artères, alors que la neuropiline 2 est 
majoritairement exprimée dans les veines et les vaisseaux lymphatiques (Herzog et al., 2001; 
Yuan et al., 2002). D’autre part, les NRPs diffèrent aussi au niveau de leurs ligands VEGF. 
Alors que la NRP1 interagit avec les isoformes qui lient l’héparine du VEGF-A et B, la NRP2 
interagit préférentiellement avec le VEGF-A, -C et –D (Hagberg et al., 2010; Takahashi and 
Shibuya, 2005). La délétion du gène de la NRP1 chez la souris est létale pour les embryons  
(Gu et al., 2003) notamment à cause de malformations vasculaires, alors que les souris NRP2 
déficientes sont viables et ne démontrent que peu de défauts du système lymphatique (Yuan et 
al., 2002). La NRP1 serait aussi essentielle l’orientation des « Tip cells » au cours de 
l’angiogenèse (Gerhardt et al., 2004).  
 
Les NRPs ont été d’abord caractérisé comme étant des récepteurs neuronaux pour les 
semaphorines de classe 3 (SEMA3) qui jouent un rôle important dans l’orientation des 
neurones (He and Tessier-Lavigne, 1997). Il est apparu par la suite que les NRPs jouaient le 
rôle de  corécepteurs dans ce système en s’associant aux plexines qui sont les récepteurs 
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principaux des SEMA3. De la même manière que pour les VEGFs, les deux NRPs 
reconnaissent différents membres de la famille SEMA3. En effet la NRP1 se lie 
préférentiellement au  semaphorine-3A, -3C et -3F, alors que la NRP2 va plutôt lier les 
semaphorine-3B , -3C, -3D, -3F  (Djordjevic and Driscoll, 2013). Il faut aussi noter que les 
NRPs  existent aussi sous formes solubles, trois formes de sNRP1 et une seule pour la sNRP2 
ont été  rapportées (Cackowski et al., 2004; Rossignol et al., 2000).  
 
 
Figure 15. Les différentes familles de ligands interagissant avec les neuropilines et les divers 
effets en découlant (d’après Wild et al., 2012). 
 
Très rapidement, une théorie selon laquelle les NRPs pouvaient aussi interagir avec d’autres 
protéines liant l’héparine a émergée (Figure 15). Cette suggestion fut rapidement corroborée 
avec la découverte de leur liaison avec les membres de la familles des FGFs, le FGF-1, FGF-2 
et le FGF-4 (West et al., 2005), ainsi que la galectine-1 (Hsieh et al., 2008), le HGF (Hu et al., 
2007), le TGF-β1 et le PDGF (Ball et al., 2010). Par conséquent, en plus de leurs rôles en tant 
que corécepteurs des plexines et des VEGFRs, les NRPs peuvent interagir avec d’autres 
récepteurs présents à la surface cellulaire. Une interaction c-MET, un récepteur à activité 
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tyrosine kinase qui lie le HGF, avec les NRPs a été décrite. Il a été montré récemment que la 
NRP1 et la NRP2 agissent en tant que corécepteurs fonctionnels pour le HGF en augmentant 
l’affinité de la liaison HGF/c-met conduisant à une augmentation du potentiel invasif des 
tumeurs (Hu et al., 2007; Matsushita et al., 2007; Sulpice et al., 2008).  Par ailleurs, il a aussi 
été montré que les NRPs influençaient la signalisation dépendante du TGF-β1. Notamment, la 
NRP1 a été décrite comme corécepteur de la forme latente et active du TGF-β1 (Glinka and 
Prud’homme, 2008). Le TGF-β1 étant un régulateur important de l’EMT (Zavadil and 
Böttinger, 2005). Cette capacité à lier différentes familles de récepteurs pourrait expliquer les 
fonctions variables des NRPs dans divers processus physiologiques et pathologiques au sein 
de différents tissus. 
 
II.5.4.3. Les intégrines : de nouveaux corécepteurs pour les VEGFR 
Les intégrines jouent le rôle de capteurs cellulaires en interagissant de manière étroite avec les 
composants de la matrice extracellulaire. Les intégrine sont capable de ce fait d’affecter le 
comportement des cellules en fonction des phénomènes qui se produisent dans leur 
environnement (Hynes, 2002). La capacité des intégrines à lier leurs ligands peut donc 
facilement être modifiée par différents stimuli. Dans ce cadre, il est important de souligner la 
capacité des intégrines à interagir avec différentes molécules présentes à la surface des 
cellules et notamment les récepteurs de facteurs de croissance (Ivaska and Heino, 2011). 
Récemment, le rôle des intégrines dans la promotion des cancers a suscité beaucoup d’intérêt. 
En effet, des études ont démontrées l’implication de ces protéines dans l’angiogenèse, 
notamment l’intégrine αvβ3 nécessaire à la survie et à la formation des vaisseaux sanguins 
durant ce processus  (Varner et al., 1995). La liaison des intégrines à leurs ligands présents 
dans MEC résulte en le recrutement de protéines adaptatrices et en l’activation de médiateurs 
de signalisation intracellulaires, et de manière plus importante, le complexe FAK (Focal 
Adhesion Kinase) et c-Src (Mitra and Schlaepfer, 2006). 
Bien qu'une interaction VEGFR2/ intégrine αvβ3 ait été un mécanisme attractif pour intégrer 
les effets de survie et les fonctions angiogéniques exercées par le VEGF sur les CEs, il a été 
montré que les souris déficientes en intégrines β3 ne présentait pas de défauts dans la 
néovascularisation rétinienne, un contexte angiogénique physiologique dans lequel l’intégrine 
αvβ3 a été fortement impliqué (Hodivala-Dilke et al., 1999). Il a aussi été montré que dans les 
CEs, une signalisation dépendante du VEGFR2 et de l’intégrine αvβ3 était impliquée dans la 
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motilité  de ces cellules à travers la promotion de la formation de fibre de stress (Lamalice et 
al., 2007).  Ce dernier résultat suggère que dans le cadre des fonctions angiogéniques du 
VEGF, les interactions entre VEGFR2 et intégrines peuvent jouer un rôle redondant. Cette 
hypothèse est soutenu par le fait que d'autres intégrines, comme l’intégrine α1β1 et α2β1, ont 
également été impliqués dans la médiation de l'angiogenèse dépendante du VEGF (Senger et 
al., 1997). Par ailleurs, il a été montré que l’intégrine β1 formait des complexes avec le 
VEGFR2, cette association affecte la signalisation  dépendante de ce récepteur dans les CEs 
(Chen et al., 2010). Cette association VEGFR2/intégrine β1 serait dépendante de l’expression 
du CD63 à la surface de ces cellules (Tugues et al., 2013).  
 
 
Figure 16.  Représentation scématique des voies de signalisation activées suite à une 
collaboration VEGFR2/ intégrine β3 dans les cellules endothéliales. L’activation du VEGFR2 
induit une autophosphorylation au niveay de son résidus Tyr1214. Il s’ensuit une cascade de 
signalisation aboutissant à la phosphorylation de p38MAPK, cette phosphorylation induit l’activation 
de MAPKAP K2 et de LIM kinase 1 qui contribuent à laur tour à augmenter la plymérisation de 
l’actine à travers la phosphorylation de la cofiline et de la HSP27. Cette activation du VEGFR2 est 
aussi capable d’activer FAK en induisant sa phosphorylation sur son résidus Se732, ce qui produit un 
changement conformationnelle permettant la phosphorylation de FAK au niveau de sa Ser407 par 
PYK2 en aval de lintegrine β3 favorisant les adhésion focales . La convergences des deux voies 
permet au cellules endothéliales de migrer en faoorisant la contractilité de ces cellules. (d’après 
Lamalice et al., 2007) 
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Il a été décrit qu’une activation des intégrines dans les cellules tumorale serait un facteur 
important dans la promotion des cancers, ceci passerait par l’activation de plusieurs voies de 
signalisation en aval y compris les voies FAK, ERK/MAPK, Src, Akt et ras. L’activation de 
ces voies était augmentée en présence de niveau plus élevés d’intégrine β1 (Jahangiri et al., 
2014). De manière intéressante, de hauts niveaux d’intégrine β1 ont été corrélée avec un 
phénotype plus invasif et avec l’apparition de métastases (Park et al., 2000), et il a aussi été 
montré que la signalisation dépendante de cette  intégrine était impliquée dans la résistance 
aux thérapies, notamment les agents chimiothérapeutiques et les radiothérapies (Nam et al., 
2009) mais aussi aux aux thérapies antiangiogéniques. En effet, une expression élevée 
d’intégrine β1 serait impliquée dans la résistance aux BVZ dans les glioblastomes (Jahangiri 
et al., 2014), ceci suggère que des agents ciblant l’intégrine β1 pourraient améliorer 
l’efficacité des agents anti-angiogéniques.  
 
De manière intéressante, il apparait que les intégrines sont aussi capables de lier les NRPs 
aussi bien dans les cellules tumorales que dans les CEs. Il a été montré que le VEGF était 
capable d’activer certaines intégrines dans les CEs (Byzova et al., 2000) et que ces intégrines 
pouvaient être régulée par la NRP1 (Valdembri et al., 2009). Il a aussi été rapporté que 
l’intégrine αvβ3 inhibait la contribution de la NRP1 à l’angiogenèse en la séquestrant et en 
empêchant son interaction avec le VEGFR2 (Robinson et al., 2009).  D’autre part, dans les 
cellules de cancer pancréatique, l’intégrine β1 est capable de former des complexes avec la 
NRP1. Cette interaction intégrine β1/NRP1 est capable de moduler la survie la croissance et 
le potentiel invasif des cellules tumorales (Fukasawa et al., 2007). Dans les cellules de cancers 
mammaires, la NRP2 apparait comme un facteur important de l’activation de l’intégrine α6β1. 
Dans ce modèle, l’activation de l’intégrine α6β1 serait la résultante d’une signalisation 
dépendante de la formation du complexe VEGF-NRP2. Plus récemment, La formation de 
complexe NRP2/α6β1 a été impliquée dans l’initiation de cancers mammaires (Goel et al., 
2012) . De plus, il a été montré qu’une interaction entre la NRP2, présente à la surface des 
cellules de carcinomes rénaux à cellules claires, et l’intégrine α5 des CEs était capable de 
promouvoir l’extravasation des cellules tumorales, favorisant par ce moyen la formation de 
métastases (Cao et al., 2013). L’existence de complexes dans les cellules de CBnPCs et leur 
rôle potentiel reste encore à déterminer. 
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II.6. Fonctions paracrine et autocrine du VEGF-A : différentes cibles 
cellulaires et différents effets des variants VEGFxxx et VEGFxxxb 
 
II.6.1. Action paracrine sur les cellules endothéliales 
Comme mentionné plutôt, le rôle principal du VEGF-A est celui d’acteur clé de l’angiogenèse 
en agissant à travers une boucle paracrine de signalisation et en recrutant les cellules 
endothéliales pour former des néovaisseaux. Afin que les cellules endothéliales forment de 
nouveaux vaisseaux, le VEGF-A est capable de promouvoir la migration, la survie et la 
perméabilité au niveau de ces cellules. Ces effets passent par une signalisation dépendante de 
ses récepteurs.  
 
Figure 17. Représentation schématique des effets induits par la signalisation en aval des VEGF 
récepteurs dans les CEs. La réponse angiogénique est principalement induite par l’activité du 
récepteur VEGFR2 pour activer les multiples voies de signalisation en aval (d’après Harper and 
Bates, 2008)   
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II.6.1.1. Signalisation dépendante du récepteur VEGFR1  
Le VEGFR1 (Flt-1, Fms-like tyrosine kinase-1) , grâce à ses deux boucles extracellulaires Ig-
like 2 et 3, le VEGFR1 est capable de lier avec une grande affinité les VEGF-A, VEGF-B et 
PlGF. Le VEGFR1 est capable de lier le VEGF-A avec une affinité supérieure à celle du 
VEGFR2 (Waltenberger et al., 1994). Cependant, l’activité tyrosine kinase du VEGFR1 étant 
plus faible que celle du VEGFR2 (Figure 18), il a pendant longtemps été qualifié de 
régulateur négatif du VEGF-A et pendant longtemps on a pensé que c’était un récepteur leurre 
(Park et al., 1994). Cependant, même si la signalisation dépendant du VEGFR1 ne semble pas 
de la première importance dans l’angiogenèse, elle semble importante dans d’autres processus 
au cours du développement tumoral, notamment, la vasculogenèse, le chimiotactisme et la 
migration des monocytes et des macrophages, ainsi qu’au cours de l’hématopoïèse et de 
l’expression des métalloprotéases (MMPs) (Ferrara, 2004). Le VEGFR1 serait aussi important 
au cours du développement physiologique car les embryons VEGFR1 -/- meurent après 9 
jours de vie, principalement à cause de défauts de la formation des lumens des vaisseaux 
sanguins (Fong et al., 1995). Le VEGFR1 aurait une capacité d’autophosophrylation plus 
faible que celle du VEGFR2. Néanmoins, six site principaux sites de phosphorylation en C-
terminal ont été identifiés et comprennent les tyrosines 1169, 1213, 1242, 1309, 1327 et 1333 
(Ito et al., 1998) (Figure 19).   Ainsi, en dépit d’une faible capacité d’autophosphorylation du 
domaine tyrosine kinase (Waltenberger et al., 1994), certaines molécules cibles 
intracellulaires en aval du VEGFR1 ont été identifiées. Parmi elles, la phospholipase-Cy 
(PLCy) (Sawano et al., 1997), la p38 MAPK, la phosphoinositide-3-kinase p85 (p85 PI3K) et 
le facteur de croissance lié au récepteur-2 (Grb-2) (Wittko-Schneider et al., 2013). In vitro, le 
VEGFR1 affecte la migration des cellules endothéliales à travers la modulation de la 
réorganisation des filaments d'actine par l'activation de p38 MAPK et de la paxilline (Kanno 
et al., 2000). Bien que peu décrites jusqu’à présent, des modifications post-traductionnelles 
autres que des phosphorylations sont capables de moduler l’activité du VEGFR1. Ainsi, 
l’histone methyltransferase SMYD3 méthyle la lysine 831 du domaine kinase du VEGFR1, ce 
qui stimule l’activité kinase du récepteur «in vitro» et «in vivo » (Kunizaki et al., 2007). Il 
serait important de noter que les sites d’autophosphorylation du VEGFR1 varient selon le type 
de ligans impliqué. Ainsi, il  été montré que  la liaison du VEGF165 à ce récepteur induit une 
phosphorylation du résidus Tyr1213, alors que la liaison du PlGF induit une phosphorylation 
au niveau de la Tyr1309 (Autiero et al., 2003). 
62 
 
 
 
Figure 18. Interaction des isoformes VEGF165 et VEGF165b avec leur récepteur VEGFR2 dans la 
cellule endothéliale. a. le dimère de VEGF165 se lie au VEGFR2 et favorise la formation de dimères 
de récepteurs  (il en est de même pour le VEGFR1) induisant l'activation des domaines kinase (lignes 
vertes) et la phosphorylation de résidus tyrosine 951, 1152 et 1214 (orange) et 1054 (violet). Le 
résultat d’une telle liaison est une fonction kinase persistante résultant des cis- et trans-
phosphorylations soutenues des résidus tyrosine intracellulaires. Une phosphorylation robuste de la 
tyrosine conduit à l'activation des voies de signalisation angiogéniques. B. VEGF165b lie VEGFR2 
avec une affinité égale à VEGF165 mais ne lie pas la neuropiline 1 (NRP1). Le domaine C-terminal du 
VEGF165b est neutre et induit une rotation et une torsion insuffisante du dimère de récepteur VEGFR2 
pour induire la phosphorylation de la tyrosine 1054. Des phosphorylations faibles d’autres tyrosines 
peuvent survenir. Par conséquent, les voies de signalisation angiogéniques ne sont que peu ou pas 
activées (d’après Harper et Bates, 2008). 
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Comme mentionné précédemment , il existe aussi une forme soluble du récepteur qui est issue 
d’un épissage alternatif, à savoir la rétention de l’intron 13, et qui conduit à la production d’un 
variant d’épissage codant pour une protéine VEGFR1 tronquée dépourvue de son domaine 
d’activité kinase (Yamaguchi et al., 2002). Cette isoforme qui ne possède pas de domaine 
transmembranaire est capable de lier le VEGF-A avec une affinité aussi importante que celle 
de la forme non soluble et est considérée de ce fait comme un régulateur négatif de 
l’angiogenèse (Ambati et al., 2006). 
 
II.6.1.2. Signalisation dépendante du récepteur VEGFR2  
Le VEGFR2 est le récepteur principal médiant les activités angiogéniques dans les cellules 
endothéliales. Il est en effet fortement exprimé à la surface de ces cellules ainsi qu’à la surface 
des progéniteurs endothéliaux circulants. Bien que le VEGFR2 possède une affinité plus 
faible pour le VEGF-A que le VEGFR1, son activité tyrosine kinase en réponse aux ligands 
est plus robuste (Waltenberger et al., 1994). Les membres de la famille VEGFxxx fonctionnent 
lorsqu’ils sont en homodimère reliés par des ponts disulfure entre la Cys-51 et Cys-60 (Muller 
et al., 1997). Des expériences de mutagénèse dirigée ont identifié 3 résidus acides dans l’exon 
3 et 3 résidus basiques dans l’exon 4 essentiels pour la liaison des VEGFxxx aux VEGFRs. 
Cependant, les variants d’épissage VEGFxxx ont des affinités différentes pour les récepteurs 
VEGFR1 et VEGFR2. Dans les cellules endothéliales, la liaison du ligand VEGF165 sur le 
récepteur VEGFR2 induit une dimérisation du récepteur, un repositionnement du domaine 
tyrosine-kinase par rotation du dimère conduisant à une autophosphorylation de différents 
résidus tyrosine (Tyr1054/1059, Tyr1214 et Tyr1175 chez l’Homme) et à l’activation du 
récepteur. Une fois activé, le récepteur VEGFR2 transactive plusieurs cascades de 
transduction du signal, incluant les voies PI3K/AKT, p42/44 MAPK et p38MAPK, qui 
contrôlent la migration, la perméabilité et la prolifération des cellules endothéliales (Roskoski, 
2007). Il a été montré que des deux sites majeurs d’autophosphorylations dans le VEGFR-2, 
la phosphorylation des résidus Tyr1175 mais pas du Tyr1214 (Figure 19) était essentiels à la 
prolifération des cellules endothéliales induite par la stimulation au VEGF-A (Takahashi and 
Shibuya, 2005). Une mutation phénylalanine (F) du VEGFR2 ou l’utilisation d’un anticorps 
ciblant la phospho-Tyr1175 (Figure 19) inhibe significativement la prolifération induite par le 
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VEGF-A. De plus, la phosphorylation Tyr1175 a été décrite comme étant le site de liaison et 
d’activation de la phospholipase C (PLC)-γ, qui  active à son tour la voie PKC-Ca
++
-c-Raf-
MEK-MAPK. Tout comme le VEGFR1, le VEGFR2 est aussi capable d’être méthylé sur de 
multiples résidus Arginine et Lysine, incluant le résidu Lysine 1041. Cette méthylation est 
indépendante de la liaison du ligand VEGF-A mais elle augmente la phosphorylation sur 
résidu tyrosine et l’activité kinase du récepteur en présence de ligand (Hartsough et al., 2013). 
Elle est nécessaire à l’angiogenèse induite par le VEGFR2 dans des modèles de xénogreffes 
tumorales chez la souris ou chez le poisson-zèbre (Hartsough et al., 2013). De façon 
intéressante, l’acétylation du VEGFR2 par l’acétyltransférase  p300 a aussi été très 
récemment décrite et impliquée dans le contrôle de la phosphorylation du VEGFR2 (Zecchin 
et al., 2014). Ces données suggèrent que le contrôle de l’activité du VEGFR2 implique bien 
d’autres mécanismes post-traductionnels que sa phosphorylation. Elles sont aussi 
intéressantes dans la mesure où elles identifient de nouvelles cibles thérapeutiques pour 
moduler l’activité de ce récepteur. 
A ce jour, on ne sait pas réellement quel VEGFxxx active préférentiellement telle ou telle voie 
de signalisation. Cependant, il a été décrit que l’isoforme VEGF165 est l’isoforme la plus 
bioactive et est la seule qui peut récapituler le phénotype tumorigénique dans des cellules 
murines VEGF-/- (Grunstein et al., 2000). Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’isoforme 
VEGF165 mais pas l’isoforme VEGF121, par exemple, permet la formation d’un complexe 
ternaire VEGFR2/NRP1 (Soker et al., 2002), tandis que le VEGFR2 augmente l’interaction 
NRP1/VEGF165 mais pas VEGF121/NRP1 (Pan et al., 2008). De plus, il a été montré que le 
VEGF165 sous sa forme soluble induit une phosphorylation robuste du résidu tyrosine 1175, ce 
qui résulte en une activation de la phospholipase Cγ, et du phosphoinositide 3-kinase et 
l’activation de la voie RAF-MEK-ERK (Takahashi et al., 1999). Ces évènements sont 
cruciaux pour l’activation et l’expression des gènes pro-angiogéniques dans les cellules 
endothéliales, parce qu’ils conduisent particulièrement à la production de métalloprotéases 
matricielles qui sont requises pour la dégradation de la membrane basale et de ce fait la 
migration  des cellules endothéliales et donc l’angiogenèse (Harper and Bates, 2008). D’autre 
part, le VEGF165 lié à la matrice extracellulaire induit une signalisation, différente de la 
fraction soluble de cet isoforme, marquée essentiellement par une activation prolongée du 
VEGFR2 avec une phosphorylation persistante du résidu Tyr1214 et de la p38MAPK (Chen 
et al., 2010).  
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Figure 19. Les principaux sites de phosphorylation dans les VEGFRs et leurs effets. Les 
domaines intracellulaires des VEGFRs sont représentés avec des résidus tyrosine phosphorylés, les 
chiffres qui figurent sur le schéma correspondent aux numéros des résidus tyrosine en question. 
(D’après Koch and Claesson-Welsh, 2012; Roskoski, 2007). 
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Ces données démontrent que la capacité à se lier à la matrice extracellulaire de chaque 
isoforme conditionne la signalisation dépendante du VEGF. Cette signalisation dépend aussi 
de l’affinité de chaque isoforme pour ses récepteurs. L’isoforme VEGF121 qui est court et 
diffusible possède une affinité réduite pour le VEGFR1 et le VEGFR2, alors que l’isoforme 
long VEGF189 se lie préférentiellement au VEGFR1 à moins d’être clivé par des protéases. Le 
VEGF165 montre un profil intermédiaire et lie les deux récepteurs avec une bonne affinité.  
 
Les isoformes VEGFxxxb conservent leur capacité à lier les VEGFRs et à se dimériser, mais 
elles ne lient pas les neuropilines. De ce fait, bien que l’isoforme VEGF165b lie le VEGFR2 
avec une plus forte affinité que VEGF165, elle est incapable d’activer efficacement la cascade 
de signalisation dépendante du VEGFR2 (Cébe Suarez et al., 2006; Delcombel et al., 2013; 
Kawamura et al., 2008). Il a été montré que le VEGF165b induit une rotation insuffisante du 
VEGFR2 qui résulte en une autophosphorylation incomplète de la tyrosine intracellulaire Tyr-
1054 et conduit donc à une activation faible et transitoire du VEGFR2 (Harper and Bates, 
2008; Kawamura et al., 2008).  
 
Jusqu’à récemment, on pensait que la signalisation dépendante des récepteurs à activité 
tyrosine kinase (TK) ne se produisait qu’à la membrane plasmique. Dans ce schéma, la liaison 
du ligand induisait la phosphorylation du récepteur et de manière concomitante activait les 
voies de signalisation en aval. Simultanément, l’endocytose des complexes ligand/récepteur 
est sensée mettre un terme à cette signalisation à travers a dégradation des récepteurs. Par la 
suite, d’autres études ont montrées que ce schéma était trop simpliste. En effet, il est apparu 
que pour plusieurs récepteurs à activité TK, ma transduction du signal ne se produit qu’après 
internalisation des ces récepteurs indiquant que le processus d’endocytose affecte la 
signalisation dépendante de ces récepteurs (Sorkin and von Zastrow, 2009).   
Après liaison du VEGF-A, le VEGFR2 est endocyté dans des vésicules à clathrine et est 
destiné soit à être recyclé à la membrane plasmique soit à la dégradation protéasomale  ou 
lysosomale. Il a été prouvé que le parcours intracellulaire du VEGFR2  dépend en grande 
partie du cargo dans lequel il transite. Alors que l’isoforme VEGF165 induit une 
l’internalisation du VEGFR2 et son transite à travers les vésicules Rab5/Rab4/Rab11, qui 
aboutit  à un recyclage vers la membrane plasmique, la liaison du VEGF165b redirige le 
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VEGFR2 vers les vésicules Rab7 (Ballmer-Hofer et al., 2011). Dans cette étude réalisée dans 
les cellules endothéliales et publiée par Ballmer-Hofer et collaborateurs, il a été montré que le 
VEGFR2 est retrouvé dans les vésicules Rab 4 et Rab 5 (Figure 20) dans les cellules non 
stimulées au VEGF165. Après stimulation au ligand,  le VEGF165 induit principalement un 
trafic du VEGFR2 dans les vésicules Rab 11, alors qu’après stimulation au VEGF165b, le 
VEGFR2 est retrouvé dans les vésicules Rab7 et est absent des vésicules Rab11. Dans la 
même étude,  il est apparu que le transit du VEGFR2 dans les vésicules Rab11 (figure 20) 
après liaison  au VEGF165 soit dû au fait que ce ligand puisse se lier à la NRP1, car en absence 
de celle-ci, le VEGFR2 était retrouvé dans les vésicules Rab7. Ces résultats montrent que ces 
différences au niveau du parcours intracellulaire du VEGFR2 après la liaison de ces ligands 
ne se produisent que dans les cellules exprimant les VEGFR2 et la NRP1 simultanément et 
que l’élément déterminant ce parcours serait la capacité du ligand à lier la NRP1.  
 
Après internalisation, le VEGFR2 à l’instar d’autres récepteurs TK, continu à signaliser et 
l’intensité de cette signalisation dépend en grande partie du compartiment endosomal dans 
lequel il se trouve et de son trafic intracellulaire par la suite (Eichmann and Simons, 2012).   
Un fait important, est que le VEGFR2 phosphorylé après liaison du VEGF165 est, par la suite, 
déphosphorylé avant d’être transféré dans les vésicules Rab11 puis recyclé à la membrane 
plasmique (figure 20). Le VEGFR2 qui est destiné à la dégradation reste quant à lui 
phosphorylé. Par conséquent, la signalisation en aval ne se termine que lorsque les vésicules 
fusionnent avec un lysosome. Il existe donc une signalisation intracrine dépendante de 
l’endocytose du VEGFR2 et induite par le VEGF-A. Cette thèse est soutenue par le fait que 
l’activation de ERK suite à l’activation du VEGFR2 semble survenir de manière 
prédominante  lorsque ce récepteur se trouve dans le compartiment endosomal  (Eichmann 
and Simons, 2012; Gourlaouen et al., 2013; Lanahan et al., 2010). 
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Figure 20. Schéma général du trafic membranaire et de la signalisation dépendante du VEGFR 
et des NRPs. La liaison du VEGF-A induit une autophosphorylation du VEGFR2 sur plusieurs résidus 
tyrosines et son association aux NRPs. L’engagement de l’éphrine-B2 est nécessaire pour l’endocytose 
du VEGFR. La mobilité des vésicules d’endocytose est assurée par la myosine VI (myo6) liée au NRP 
via la synéctine , qui sera transportée jusqu’au endosomes précoces (EE)  avec les NRPs via les 
vésicules Rab5. A partir des endosomes précoces, le trafic des complexes NRP/VEGFR sont redirigés 
vers des endosomes de recyclage (RE) via des vésicules Rab4, puis seront soit recyclés à la membrane 
plasmique par le biais des vésicules Rab11, soit redirigés vers les lysosomes via les vésicules Rab7. Le 
VEGFR2 serait capable d’activer Akt et ERK à partir des endosomes précoces (D’après Horowitz and 
Seerapu, 2012). 
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II.6.2. Les neuropilines : action dépendante ou indépendante des VEGFR  
Les principaux rôles connus des NRPs sont leur fonction en tant que corécepteurs des 
VEGFRs. Toutes les isoformes VEGFxxx sont capables de lier la NRP1 (Delcombel et al., 
2013). Le rôle joué par la NRP1 dans la potentialisation de la signalisation VEGF/VEGFR2 a 
été largement étudié essentiellement dans le cadre de l’angiogenèse. Alors que la liaison du 
VEGF au VEGFR seul n’induit qu’une faible activité kinase, la liaison aux NRPs est requise 
pour une activité kinase suffisamment soutenue pour pouvoir induire une cascade de 
signalisation  pro-angiogénique (Becker et al., 2005; Soker et al., 2002). Il semblerait que la 
NRP1 potentialise la signalisation dépendante du VEGFR2, en stabilisant la liaison du VEGF-
a à celui-ci (Harper and Bates, 2008). De manière intéressante, une expression aberrante a été 
observée dans plusieurs cancers (Kreuter et al., 2006; Miao et al., 2000; Vacca et al., 2006) 
des NRPs favoriserait l’agressivité des tumeurs et la formation de métastases in vivo dans 
plusieurs types de tumeurs solides (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009). Dans ce 
contexte, il a été montré qu’une signalisation autocrine induite par le VEGF-A et dépendante 
des NRPs serait critique pour la survie, la croissance et la migration des cellules tumorales 
(Bachelder et al., 2003, 2001; Bagci et al., 2009; Cao et al., 2013). Certaines études 
soutiennent la théorie selon laquelle les NRPs pourraient signaliser indépendamment des 
VEGFRs pour réguler la migration et l’adhésion des cellules endothéliales (Murga et al., 
2005; Wang et al., 2003). Cette théorie est soutenue par des résultats montrant que même dans 
les cellules de carcinomes mammaires qui n’expriment pas le VEGFR2, le VEGF-A est 
capable d’induire une signalisation autocrine dépendante des NRPs pour promouvoir la survie 
de ces cellules (Bachelder et al., 2001).  Il a aussi été démontré que la NRP1 promouvait 
l’adhésion à la matrice extracellulaire à travers un mécanisme dépendant du VEGF (Robinson 
et al., 2009) . La NRP2 joue aussi un rôle dans la dissémination des métastases en promouvant 
l’attachement des cellules tumorales aux cellules endothéliales des vaisseaux avoisinants à 
travers une interaction NRP2/intégrine α5 (Cao et al., 2013). Récemment, un nouveau 
processus par lequel la NRP1 pourrait réguler la signalisation induite par VEGF-A a été 
décrit. En effet,   Koch et collaborateurs ont montré qu’une présentation dite en Cis du VEGF-
A par la NRP1 (le VGFR2 et le NRP1 présentatrice sont présent à la surface de la même 
cellule) induit la formation d’un complexe ternaire VEGF-A/VEGFR2/NRP1 qui est 
rapidement internalisé. D’autre part, une  présentation du VEGF-A par la NRP1 dite en Trans 
(le VEGF-A est présenté par une NRP1 qui se trouvent  à la surface d’une cellule adjacente) 
induisait un retard dans la formation du complexe a été retardée et la phosphorylation de la 
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phospholipase Cy ( PLCy ) et de ERK2 a été prolongée. Cette étude révèle que la NRP1 peut 
moduler la signalisation VEGFR2 et inhiber l'angiogenèse grâce à une communication en 
Trans (Koch et al., 2014). 
 
II.6.3. Expression tumorale des récepteurs et des corécepteurs : action 
autocrine du VEGF-A  
L'hypothèse selon laquelle la signalisation VEGF-A contribue aux fonctions des cellules 
tumorales implique que les cellules tumorales expriment des récepteurs de VEGF spécifiques 
qui assurent la médiation de cette signalisation. En accord avec cette idée, de nombreux 
travaux ont décrit l’expression des VEGFR mais aussi des NRPs dans plusieurs tumeurs 
solides. L’expression des VEGFRs a notamment été rapportée dans les cancers mammaires, 
dans lesquelles le VEGFR2 semble être largement exprimé (Perrot-Applanat and Di 
Benedetto, 2012; Vermeulen et al., 2010), dans les tumeurs pancréatiques (Smith et al. , 
2011), dans les cancers de l’ovaire (Masoumi Moghaddam et al., 2012), les cancers 
pulmonaires à petites cellules (Kajdaniuk et al., 2011) et les CBnPC (Chatterjee et al., 2013; 
Lantuéjoul et al., 2003) (Tableau 2). De la même façon, l’expression anormale des NRP1 et 2 
a aussi été décrite dans de nombreux types tumoraux tels que les cancers du cerveau, du sein, 
du colon, du poumon (Goel and Mercurio, 2013) (Tableau 2) et associée à un phénotype 
invasif. Ainsi, les cancers de la prostate expriment de hauts niveaux de NRP1 (Yacoub et al., 
2009). Des études précliniques ont montré que la NRP1 jouait un rôle dans  la migration, la 
prolifération et l’invasion dans les cancers du poumon (Cao et al., 2008; Hong et al., 2007). 
Dans les cancers mammaires, l’expression des deux NRPs est associée à un mauvais 
pronostique (Yasuoka et al., 2009). Il a aussi été montré que NRP1 jouait un rôle dans une 
signalisation autocrine dépendante du VEGF-A dans la promotion des cancers mammaires 
(Bachelder et al., 2001). L’ensemble de ces données valide donc la possibilité de l’existence 
d’une boucle autocrine dépendante du VEGF-A dans les tumeurs (Figure 21). 
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Récepteur Cancer 
VEGFR2 Vessie, cerveau, sein, cervical, colon, endométrial, gastrique, tête et cou, 
hépatocellulaire, poumon, mélanome, myélome multiple,  leucémies 
myéloïdes œsophageal, ovarien, pancréatique et prostatique, carcinome 
rénal, et thyroïdien. 
VEGFR1 Vessie, cerveau, sein, colon, tête et cou, poumon, mélanomes, 
mésothéliome, leucémies myéloïdes, œsophageal, ovarien, pancréatique 
et prostatique. 
NRP1 Cerveau, sein, colon, poumon, mélanome, ovarien, pancréatique et 
prostatique. 
NRP2 Vessie, sein, colon, poumon, mélanome, ovarien, pancréatique, 
prostatique et rénal. 
 
Tableau 2. Expréssion des VEGFRs et des NRPS dans les tumeurs humaines. (D’après Goel and 
Mercurio, 2013) 
 
Dans les CBnPCs, l’existence d’une telle boucle autocrine a récemment été décrite via la 
démonstration que le VEGF-A stimule sa propre traduction par un mécanisme mettant en jeu 
l’activation du récepteur VEGFR2 et la voie mTOR (Chatterjee et al., 2013). Cette boucle 
autocrine est active « in situ » et conditionne un phénotype plus angiogénique chez les 
patients porteurs d’adénocarcinomes pulmonaires. Dans certaines tumeurs, la co-expréssion 
des récepteurs VEGFR en association à l’expression élevée de VEGF-A a été corrélée à un 
mauvais pronostic (Sakamoto et al., 2008; Smith et al., 2011), sous-tendant le dogme selon 
lequel la boucle autocrine dépendante des VEGF-A/VEGFR dans les tumeurs promeut la 
prolifération, la survie, la migration et l’invasion des cellules tumorales (Masoumi 
Moghaddam et al., 2012; Medinger et al., 2010; Perrot-Applanat and Di Benedetto, 2012; 
Smith et al., 2011; Vermeulen et al., 2010). 
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Figure 21. Effets autocrines du VEGF sur les cellules tumorales. Le VEGF secrété par les cellules 
tumorales agit de manière autocrine en se liant au VEGFR2 (Flk-1) et induit divers effets impliqués 
dans la survie et l’agressivité des tumeurs (D’après Medinger et al., 2010). 
 
Dans ce contexte, différents acteurs, voies moléculaires et conséquences phénotypiques ont 
été décrits selon les types tumoraux considérés. Dans les CBnPCs, le VEGF165 antagonise 
l’apoptose induite par la sémaphorine-3  (Castro-Rivera et al., 2004). Dans les tumeurs de la 
peau, une boucle autocrine dépendante du VEGFR1 et la NRP1 agit en synergie avec la voie 
de l’EGFR pour activer la signalisation dépendante des kinases ERKs et promouvoir la 
tumorigenèse (Lichtenberger et al., 2010). Dans les gliomes, une boucle autocrine VEGF-
A/VEGFR2/NRP1 induit la survie de cellules possédant des caractéristiques de cellules 
souches (Hamerlik et al., 2012). De façon importante, cet effet est induit par une signalisation 
intra-cytoplasmique du VEGFR2 qui échappe de ce fait au traitement anti-angiogénique BVZ. 
Ces données impliquent possiblement la signalisation intracrine des VEGFR dans le contrôle 
de la boucle autocrine dépendante du VEGF-A tel que démontré pour le VEGFR1 dans les 
cancers du sein (Lee et al., 2007). Le rôle d’une boucle autocrine dépendante du VEGF-A, 
impliquant la signalisation VEGFR2 et NRP1, a été mis en évidence dans le maintien et le 
renouvellement de cellules souches (figure 22) cancéreuses dans les cancers de la peau, mais 
aussi dans l’initiation du processus invasif de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) 
(Goel and Mercurio, 2013) . Ainsi, le VEGF-A induit une EMT de cellules épithéliales 
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normales et de cellules de carcinomes différenciées (Mak et al., 2010; Wanami et al., 2008). 
Tout comme dans les CEs, le VEGF-A apparaît également capable de favoriser les 
connections entre les voies de signalisation dépendantes des VEGFR et des intégrines dans les 
cellules tumorales. Ainsi, le VEGFR2 activé par son ligand active de multiples intégrines via 
la voie PI3K/AKT (Byzova et al., 2000). A l’inverse, les intégrines peuvent conditionner 
l’activation des VEGFR, comme montré pour l’intégrine avb3 qui interagit avec le VEGFR2 
et augmente son niveau de phosphorylation en réponse au VEGF-A (Soldi et al., 1999).  
 
Cependant, étant donné que certaines cellules tumorales, comme celles des cancers 
mammaires, n’expriment que peu ou pas les VEGFRs mais semblent répondre quand même à 
une signalisation autocrine induite par le VEGF (Perrot-Applanat and Di Benedetto, 2012), on 
peut en déduire que d’autres types de récepteurs contribuent à cette signalisation dans ces 
cellules. Dans ce contexte, au cours de ces dernières années, l’étude du rôle des NRPs dans 
l’initiation et la progression tumorale a suscité beaucoup d’intérêt. La notion d’effet du 
VEGF-A sur une signalisation dépendante des NRPs mais indépendante des VEGFR est 
importante car elle pourrait participer à l’échappement des cellules tumorales à certaines 
thérapies anti-angiogéniques telles que le BVZ. En effet, il a été montré que cet anticorps 
prévient l’interaction du VEGF-A avec ses récepteurs mais ne prévient pas son interaction 
avec les NRPs. Parmi les effets du VEGF-A indépendants des VEGFR1/VEGFR2 mais 
mettant en jeu les NRP qui ont été rapportés on trouve, par exemple, l’activation d’une voie 
de signalisation dépendante de la NRP1 et de l’oncogène RAS dans les carcinomes rénaux 
(Cao et al., 2012), ou une boucle dépendante des protéines NRP2/Bmi-1/IGF1R dans les 
cancers prostatiques agressifs (Goel et al., 2012) . La NRP2 liée au VEGF-A est aussi capable 
d’interagir avec l’intégrine a6b1 dans les cancers du sein conduisant à l’activation de la 
kinase FAK (Focal Adhesion Kinase), la formation d’adhésions focales et une modification de 
la polymérisation de l’actine (Goel et al., 2012).  
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Figure 22. Fonction autocrine du VEGF dans les cellules tumorales. a . L'expression du VEGF et 
de ses récepteurs (VEGFR2) est induite de manière concomitante avec la transformation induite par 
les oncogènes, ce qui facilite la mise en place de la signalisation autocrine dépendante du VEGF. Cette 
signalisation, qui est principalement induite par l’activation du VEGFR2 et par les NRP pourrait être 
nécessaire pour la fonction des cellules souches cancéreuses (cellules beige), car elle semble participer 
au maintien de la taille du réservoir de cellules souches et à son renouvellement. La signalisation 
autocrine du VEGF dépendante des NRP et des intégrines régule l'expression de GLI 1 membre de la 
famille des récepteurs en doigt de zinc GLI, et le répresseur du groupe Polycomb BMI-1. b. les 
cellules souches cancéreuses peuvent être localisées dans une niche périvasculaire, ce qui permet au 
VEGF sécrété par ces cellules d’agir de manière paracrine pour stimuler l'angiogenèse dans les 
tumeurs naissantes. La signalisation autocrine VEGF peut également promouvoir la dé-différenciation 
et un phénotype de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) qui entraîne une augmentation de la 
migration et de l'invasion des cellules tumorales dans le stroma (d’après Goel and Mercurio, 2013). 
 
Finalement, l’un des mécanismes proposés pour expliquer la contribution du VEGF-A dans 
l’initiation tumorale serait qu’il est capable de réguler la taille du réservoir de cellules souches 
et leur renouvellement dans les tumeurs. Dans ce contexte, il a été proposé que les 
signalisations dépendantes du VEGFR1 ou VEGFR2 puissent conditionner la prolifération ou 
le phénotype cellules souches, respectivement. Cela pourrait aussi dépendre de la présence 
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simultanée ou non des 2 récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 à la surface de la cellule, de même 
que de la présence ou non de leurs corécepteurs, voir même des autres partenaires potentiels 
(autres récepteurs à activité tyrosine kinase, intégrines). De plus, cela pourrait aussi dépendre 
du type d’isoformes du VEGF-A, un aspect qui n’a jusqu’à aujourd’hui suscité que très peu 
d’intérêt. 
Cependant, d’autres études plus récentes indiquent que les fonctions autocrines du VEGF-A 
sur les cellules tumorales pourraient être plus complexes qu’envisagé jusqu’alors. Ainsi, les 
patients porteurs de carcinomes pulmonaires squameux et exprimant de hauts niveaux de 
VEGF-A, associés à de hauts niveaux des récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 ont contre toute 
attente une meilleure survie sans progression (Pajares et al., 2012). Ces tumeurs sont 
d’ailleurs résistantes aux thérapies anti-angiogéniques ciblant le VEGFR2, telles que le 
sunitinib ou l’anticorps anti-VEGFR2 DC101, dans un modèle murin induit de carcinome 
pulmonaire squameux (Larrayoz et al., 2014). De plus, dans les glioblastomes, l’isoforme 
VEGF165 régule négativement la migration des cellules tumorales et l’invasion en supprimant 
l’activation du récepteur MET dépendante de l’HGF, via le recrutement de la protéine PTP1B 
(Protein Tyrosine Phosphatase 1B) au sein d’un hétérodimère MET/VEGFR2 (Xie et al., 
2012). En accord avec un rôle distinct des différents variants d’épissage du VEGF-A sur la 
boucle autocrine également, le VEGF189 induit l’apoptose de cellules de cancer du sein, alors 
que le VEGF165 agit comme un facteur de survie dans les mêmes cellules (Vintonenko et al., 
2011). De la même façon, bien que peu nombreuses, des études ont aussi suggéré un rôle 
autocrine des isoformes VEGFxxxb. Dans un modèle de xénogreffes dérivées de cellules 
d’adénocarcinomes pulmonaires A549, les tumeurs démontrent une croissance plus rapide 
lorsqu’elles surexpriment l’isoforme VEGF165b ou VEGF121b comparativement au contrôle 
(Catena et al., 2010). Bien que les auteurs n’aient pas approfondi les mécanismes 
moléculaires mis en jeu, cet effet est indépendant d’un effet sur l’angiogenèse détecté par un 
marquage CD31 suggérant l’existence d’une boucle autocrine. Là encore, les conséquences de 
cette boucle autocrine dépendante du VEGF-A pourraient différer selon le type cellulaire, le 
niveau d’expression des récepteurs et corécepteurs, et la balance d’expression entre les 
différentes isoformes du VEGF-A. Plus généralement, les effets du VEGF-A sur les cellules 
tumorales impliquent que les thérapies visant à inhiber ses fonctions, et développées 
initialement pour cibler la néo-angiogenèse tumorale, ont aussi un impact direct sur les 
cellules tumorales.  
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PARTIE III : Les thérapies anti-angiogéniques  
Le traitement par des agents chimiothérapeutiques présentant de nombreux effets secondaires, 
les efforts de la recherche pendant la dernière décennie se sont de plus en plus dirigés vers le 
développement de thérapies ciblées afin de réduire les effets hors cibles de ces agents. Dans 
ce contexte, l’identification d’anomalies génétiques et/ou épigénétiques affectant des gènes 
clés du processus de tumorigenèse, un exemple majeur étant les mutations de l’EGFR dans les 
adénocarcinomes pulmonaires, a conduit au développement de thérapies ciblant ces anomalies 
et à la sélection des patients susceptibles d’en bénéficier, l’ensemble résumé sous 
l’appellation de thérapie ciblée et personnalisée. L’une de ces nouvelles stratégies 
thérapeutiques consiste à cibler la néo-angiogenèse en tant que facteur clé du développement 
tumoral au lieu de cibler la prolifération cellulaire de manière non spécifique comme observé 
avec les agents chimiothérapeutiques. 
 
III.1. Présentation générale des thérapies anti-angiogéniques 
Parmi les patients atteints de CBnPC, au moins 51% présentent un syndrome métastatique. 
Une chimiothérapie palliative améliore la survie globale des patients et la qualité de la vie 
comparativement aux soins de support. Pour l’instant, il n’existe pas de protocole standardisé 
pour le traitement en première ligne des CBnPCs. Les patients démontrent une survie globale 
d’environ 8 à 10 mois suite à un traitement basé sur l’usage de sels de platines, ce qui 
constitue la limite de ces thérapies (Schiller et al., 2002). Une meilleure compréhension du 
rôle joué par l’angiogenèse dans le développement tumoral et l’identification du VEGF-A en 
tant que facteur clé de ce processus ont fait de la voie VEGF/VEGFR une cible de choix pour 
des agents visant à inhiber la croissance des tumeurs en interférant avec la formation de néo-
vaisseaux et donc en les privant d’apport sanguin. La démonstration que de hauts niveaux 
d’expression du VEGF-A dans les cancers des poumons étaient associés à un mauvais 
pronostic (Yuan et al., 2011) a conduit à l’hypothèse que ces traitements ciblant la voie du 
VEGF-A pourraient amener un bénéfice considérable dans le traitement des patients atteints 
de CBnPCs (Ferrara et al., 2004). En accord avec un rôle important du VEGF-A dans la 
progression tumorale des CBnPCs, une étude portant sur 1816 patients porteurs de CBnPCs, 
mais aussi de carcinomes colorectaux ou rénaux a fait la preuve d’une association entre de 
hauts niveaux circulants de VEGF-A et une survie sans progression ou survie totale diminuée, 
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confirmant le rôle du VEGF-A comme marqueur de mauvais pronostic (Hegde et al., 2013). 
De façon importante, dans cette étude aucune corrélation entre les niveaux de VEGF-A 
sécrétés et intra-tumoraux n’a été retrouvée suggérant aussi la nécessité d’envisager les 2 
pools de VEGF-A de façon distincte.  
 
Jusqu’à aujourd’hui, plusieurs agents ciblant la voie VEGF/VEGFR ont été approuvés par la 
FDA ou sont en cours d’essais cliniques. Ces agents agissent suivant deux stratégies 
principales (figure 23). La première consiste à piéger le ligand VEGF-A et à empêcher son 
interaction avec ces récepteurs et/ou corécepteurs. La deuxième stratégie vise à inhiber 
l’activation des récepteurs, soit en bloquant le site de fixation du VEGF-A sur ces derniers, 
soit en inhibant leur activité tyrosine kinase. Comme nous l’avons déjà décrit précédemment, 
la majorité des vaisseaux présents au sein de la tumeur ne sont pas recouverts par les péricytes 
comme les vaisseaux normaux. Ils sont immatures, tortueux et présentent une augmentation 
de leur perméabilité. Ils sont donc très dépendants des facteurs de croissance, comme le 
VEGF-A, pour survivre et se développer et donc potentiellement très sensibles aux thérapies 
bloquant la voie VEGF-A. A l’inverse, les vaisseaux tumoraux présents à la périphérie des 
tumeurs sont recouverts par des péricytes, donc plus matures et moins dépendants du VEGF-
A, et seraient moins sensibles aux thérapies. Le concept général qui a été proposé est donc 
celui d’une « normalisation des vaisseaux », via la sélection des vaisseaux tumoraux les plus 
matures et fonctionnels en réponse aux traitements anti-angiogéniques (Jain, 2005). Cette 
« normalisation » entraînerait une augmentation transitoire de la perfusion de la tumeur qui 
pourrait favoriser la délivrance des chimiothérapies co-administrées avec ces traitements ou 
l’effet de la radiothérapie. D’ailleurs, les thérapies bloquant le ligand sont le plus souvent 
utilisées en association avec la chimiothérapie ou la radiothérapie alors que les inhibiteurs de 
l’activité tyrosine kinase sont utilisés le plus souvent en monothérapie (Moserle et al., 2014). 
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Figure 23. Vue générale des mécanismes d’action des agents anti-angiogéniques. Les principales 
stratégies anti-angiogéniques consistent soit à cibler le ligand VEGF-A afin d’inhiber sa fixation à ses 
récepteurs (Bevacizumab, VEGF-trap), soit à inhiber l’activation des récepteurs par des agents 
agonistes (DC-101) qui bloquent les site de fixation du VEGF sur son récepteur, ou des agents ciblant 
l’activité tyrosine kinase de ces derniers (Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib). Plus récemment, des études 
impliquant les corécepteurs dans le développement tumoral ont conduit au développement d’agents 
ciblant les corécepteurs tel que des anticorps anti-NRP1. (d’après Azam et al., 2010). 
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III.2. Les différentes thérapies anti-angiogéniques 
III.2.1. Thérapies ciblant les ligands 
Les premiers agents anti-angiogéniques à avoir été développés, dit de première génération, 
sont des inhibiteurs à cible unique visant à inhiber la signalisation VEGF/VEGFRs. Leur 
principal effet consiste à capter le VEGF secrété afin de l’empêcher d’exercer son effet sur les 
cellules endothéliales. Le chef de file de ces agents est le Bevacizumab (BVZ, Avastin®, 
Genentech). Cet agent est un anticorps monoclonal recombinant humanisé qui est capable de 
lier spécifiquement le VEGF-A avec une très grande affinité l’empêchant ainsi d’interagir 
avec ses récepteurs (VEGFRs). Cet anticorps comprend la structure consensus IgG1 humaine, 
des régions de liaison à l’antigène (93%) et 6 régions provenant d’un anticorps monoclonal 
murin (7%). Le BVZ est caractérisé par une clearance assez lente et une longue demi-vie 
d’environ 20 jours (Ferrara et al., 2004). Ces propriétés pharmacocinétiques permettent aux 
cliniciens de maintenir des doses efficaces de BVZ pendant deux à trois semaines et de 
coordonner l’administration de cet agent avec celle des chimiothérapies qui y sont associées 
(Lu et al., 2008). De façon importante, il semble que  la durée du traitement par BVZ est un 
paramètre important conditionnant la réponse tumorale. Ainsi, des études précliniques chez la 
souris ont montré que seulement 7 jours après l’arrêt du traitement, la vascularisation 
tumorale était rétablie alors qu’un traitement prolongé empêche cet effet (Mancuso and 
Sternberg, 2006). Des études cliniques ont aussi montré une perte des bénéfices sur la survie 
sans progression à l’arrêt du traitement (Sandler et al., 2006 ; Mountzios et al., 2014). 
Cependant, une utilisation pendant une longue période de BVZ pourrait être problématique 
puisqu’il semblerait que l’administration de cet agent soit aussi à l’origine de l’apparition de 
divers effets secondaires (Tableau 3). Le plus couramment observé de ces effets est une 
hypertension artérielle due à l’augmentation de la production d’oxyde nitrique causée par 
l’inhibition du VEGF qui induit la constriction des vaisseaux et une baisse de sodium dans les 
urines (van Heeckeren et al., 2007). De plus, en 2011, une méta-analyse s’appuyant sur les 
résultats de 16 études cliniques a montré une augmentation du risque de survenue 
d’évènements entraînant la mort (FAE, Fatal Adverse Event) chez les patients traités au BVZ 
par rapport à la chimiothérapie utilisée seule (Ranpura et al., 2011). Ces études indiquent la 
nécessité de sélectionner les patients susceptibles de pouvoir bénéficier de cette thérapie. 
 
80 
 
Toxicité Détails Prise en charge 
Hypertension  22-32% 
Risques dose-dépendants 
Traitements anti-hypertenseurs 
Arrêt du traitement pour les cas 
réfractaires ou en cas de crise 
hypertensive 
Protéinurie  Incidence 21-63% 
Risques dose-dépendants 
Discontinuité du traitement 
BVZ. Arrêt si la protéinurie > 2 
g/24 h. Reprise lorsque la 
protéinurie < 2 g/24 h 
Hémorragies Incidence 30.4% 
Plus fréquemment des épistaxis 
Incidence des saignements plus 
importants (hémoptysie, hémorragie 
gastro-intestinale, hémorragie 
intracrânienne, hémorragie 
intratumorale): 2,8% 
Premiers soins habituels pour 
les saignements mineurs 
Problèmes de cicatrisation 
 
Incidence de 13% chez les patients 
opérés pendant leur traitement au BVZ 
Retarder le traitement par BVZ 
jusqu'à > 28 jours après la 
chirurgie 
Thromboembolisme Incidence 11%  
Perforations Gastro-intestinales Incidence 0.9% 
Mortalité 21.7% 
Risques variables selon les doses et 
types de cancers 
 
Discontinuité du traitement 
BVZ.   
Intervention chirurgicale 
 
 
Tableau  3 : Les toxicités associées au traitement par BVZ. (D’après Wu and Staton, 2012) 
  
Malgré ces effets secondaires, le BVZ est le premier agent anti-angiogénique à avoir 
démontré un bénéfice clinique en traitement de première ligne dans les cancers colorectaux 
métastatiques, les cancers mammaires métastatiques, les cancers rénaux métastatiques, les 
cancers ovariens épithéliaux métastatiques et les cancers pulmonaires non-squameux et en 
seconde ligne de traitement dans les glioblastomes (Mountzios et al., 2014; Burger et al., 
2011; Escudier et al., 2007; Friedman et al., 2009; Herbst et al., 2007; Hurwitz, 2004). 
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Les premiers résultats attestant de l’efficacité de BVZ dans le traitement des CBnPCs ont été 
ceux d’une étude randomisée en phase II publiés en 2004 par Johnson et collaborateurs qui 
ont montré que l’intégration de BVZ à une combinaison chimiothérapeutique basée sur le 
couple carboplatine-paclitaxel améliore de manière significative le taux réponse qui passe de 
18.8% à 31.5% et la survie sans progression qui passe de 4.2 mois à 7.5 mois comparé à des 
patients à des stades avancés de CBnPCs traités uniquement avec des chimiothérapies. Cette 
étude n’a montré aucun bénéfice sur la survie globale des patients. Cette étude a aussi montré 
un important risque d’hémoptysie et d’hémorragie pulmonaire fatale chez les patients atteints 
de carcinomes pulmonaires squameux. Par la suite, les résultats d’une étude en phase III 
(E4599) conduite par l’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), et visant à évaluer les 
effets du couple carboplatine-paclitaxel avec ou sans BVZ, a montré une amélioration 
significative liée au BVZ du taux de réponse (35% vs 15%), de la survie sans progression (6.2 
vs 4.5 mois) et de la survie globale (12.3 vs 10.3 mois) . En se basant sur ces données  
(Sandler et al., 2006; Sandler, 2006), La FDA a accordé son autorisation pour l’usage du BVZ 
dans le traitement des CBnPC avancés de type histologique non squameux en 2006. Une 
seconde étude randomisée en phase III (AVAIL) a comparé les effets du couple cisplatine-
gemcitabine avec ou sans BVZ (7.5 mg/kg et 15 mg/kg) chez des patients atteints de CBnPCs 
à des stades avancés. Cette étude a démontré une amélioration moins importante mais 
significative de la survie sans progression (6.7 et 6.5 vs 6.1 mois) et du taux objectif de 
réponse (37.8% et 34.6% vs 21.6%), mais sans aucun effet sur la survie globale (13.6 et 13.4 
vs 13.1 mois) (Reck et al., 2010, 2009). En 2011, une méta-analyse a analysé plus 
précisément le bénéfice-risque entraîné par l’utilisation du BVZ en combinaison avec un 
traitement chimiothérapeutique à base de sels de platine dans le traitement des CBnPC 
avancés (Lima et al., 2011) . Selon cette étude, l’addition de BVZ à un traitement 
chimiothérapeutique impactait de manière plus significative sur la survie sans progression, 
avec un bénéfice de 1.4 mois par rapport à la médiane, ainsi que sur le taux de réponse qui 
démontrait une amélioration absolue de 16%. Cette étude a donc montré une amélioration 
significative mais néanmoins minime liée à l’utilisation de BVZ en combinaison avec des sels 
de platine en première ligne de traitement chez les patients atteints de CBnPC avancés. Des 
études de phase III ont aussi récemment été publiées concernant le bénéfice en traitement de 
maintenance du BVZ utilisé seul ou en association. Dans l’étude AVAPERL (MO22089), les 
auteurs ont comparé l’efficacité d’un traitement de maintenance combinant BVZ seul ou 
Bevacizumab et pemetrexed chez des patients ayant déjà reçu un traitement à base de 
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Bevacizumab, cisplatine et pemetrexed. Ils montrent un effet bénéfique de l’association 
Bevacizumab et pemetrexed comparativement au BVZ seul sur la survie sans progression (7,4 
versus 3,7 mois) (Barlesi et al., 2013). De la même façon, l’étude de phase III PointBreak a 
comparé l’effet d’un traitement de maintenance combinant pemetrexed, carboplatine et BVZ 
ou paclitaxel, carboplatine et Bevacizumab mais n’a pas démontré d’effet sur la survie globale 
entre les 2 traitements (Patel et al., 2013). L’étude de phase IIIb ATLAS a comparé 
l’association BVZ et erlotinib ou BVZ seul en maintenance chez des patients ayant reçu une 
chimiothérapie mais n’a pas démontré de réel effet bénéfique de cette association  (Johnson et 
al., 2013). Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer l’action du BVZ en 
combinaison avec des traitements chimiothérapeutiques (Tableau 4 et Figure 24). L’une des 
possibilités est l’action synergique du BVZ avec ces agents. Même s’il n’y a pour l’instant 
aucune preuve clinique de l’existence d’une telle synergie, des arguments issus de travaux 
précliniques (Bagri et al., 2010) permettent d’assumer que la baisse du taux de VEGF-A 
induite par l’utilisation d’anticorps anti-VEGF sensibiliserait les cellules endothéliales aux 
effets pro-apoptotiques induits par les agents chimiothérapeutiques. Comme décrit 
précédemment, une autre théorie postule que l’inhibition du VEGF-A induit la normalisation 
et la stabilisation des néovaisseaux tumoraux, facilitant l’acheminement des  agents 
chimiothérapeutiques jusqu’à la tumeur (Carmeliet and Jain, 2011). Néanmoins, une étude 
récente a démontré par tomographie par émission de positons, qu’à l’inverse, le traitement par 
BVZ diminue la quantité d’agent chimiothérapeutique ([(11)C]docetaxel) acheminé jusqu’aux 
tumeurs chez des patients en stades avancés de CBnPC  (Van der Veldt et al., 2012). Cela 
pourrait être l’une des raisons expliquant le faible bénéfice observé suite à la combinaison de 
ces thérapies dans le traitement des CBnPC en contraste avec ceux obtenus dans les cancers 
colorectaux (Willett et al., 2004) et dans les glioblastomes (Batchelor et al., 2007). La 
possibilité de l’utilisation d’agents anti-angiogéniques en tant que traitements adjuvants chez 
des patients qui n’ont pas été préalablement traités a aussi été envisagée. Cependant, les 
résultats des études menées sur l’utilisation de BVZ en combinaison avec les chimiothérapies 
adjuvantes ont été très décevants dans le cas des cancers colorectaux (Allegra et al., 2013; de 
Gramont et al., 2012) et des cancers mammaires triple négatifs  (Cameron et al., 2013). 
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Figure 24.  Mécanismes d’action proposés pour le Bevacuzimab. (a) Sensibilisation vasculaire : 
VEGF-A agit comme un facteur de survie pour les CEs. Son épuisement par le BVZ peut sensibiliser 
les CEs aux effets cytotoxiques de la chimiothérapie. (b) Switch angiogénique : les tumeurs recrutent 
des vaisseaux pour permettre une croissance exponentielle. Le VEGF-A est essentiel pour déclencher 
ce processus. Le BVZ peut exercer ses effets cytostatiques en bloquant le VEGF-A ce qui retarde ou 
empêche la croissance de ces lésions micrométastatiques en inhibant le recrutement des vaisseaux 
sanguins. (c) Ralentissement du processus métastatique : le BVZ favorise la normalisation des 
vaisseaux parcourus de fuites. Les jonctions cellulaires se referment et la couche de péricytes est 
restaurée, empêchant l'évasion et la diffusion des cellules tumorales. (d) Le contrôle de la niche 
métastatique : le VEGF-A impacte sur la composition de l’infiltrat immunitaire dans la niche 
métastatique favorisant ainsi le développement tumoral. Avec la suppression continue de VEGF-A, le 
bevacizumab peut affecter la survie et la maturation des cellules immunitaires non différenciées dans 
la niche et empêcher la reprise de la croissance tumorale. (D’après Bagri et al. 2010) 
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Aflibercept (Sanofi-Aventis et Regeneron Pharmaceuticals) est une molécule de fusion 
composée d’un segment extracellulaire VEGFR1 et VEGFR2 fusionné avec la région 
constante Fc d’IgG1 humaine (Tableau 4). Elle agit donc comme un récepteur leurre qui 
empêche le ligand de se fixer à ses récepteurs. Cependant, cet agent a un spectre d’action plus 
large que le BVZ car il cible aussi bien le VEGF-A que les VEGF-B et PlGF. Dans des études 
randomisées, Aflibercept utilisée en combinaison avec la chimiothérapie de référence 
augmente la survie globale et la survie sans progression dans les cancers colorectaux (Van 
Cutsem et al., 2012b). A l’inverse, dans les CBnPCs résistants aux sels de platine et à 
l’erlotinib, cet agent utilisé seul n’a démontré aucun bénéfice clinique (Ramlau et al., 2012). 
Des essais en phase II seraient en cours pour évaluer les effets d’Aflibercept en combinaison 
ou non avec Topotecan dans les cancers pulmonaires à petites cellules (Zhang and He, 2013). 
 
III.2.2. Thérapies ciblant les récepteurs VEGFR 
La petite taille et l’hydrophobie des molécules destinées à inhiber l’activité tyrosine kinase 
des récepteurs les rendent capables de diffuser librement à travers la membrane plasmique  
afin d’interagir directement sur le domaine intracellulaire des récepteurs (Tableau 4). Le 
domaine tyrosine kinase est doté d’une structure bi-lobaire avec un site de fixation de l’ATP 
localisé entre le lobe N-terminal et le lobe C-terminal. Sur ce dernier, se trouve une boucle 
d’activation contenant une séquence d’acide aminés (Asp, Phe, Gly) appelée motif DFG. 
Lorsque cette boucle d’activation est en conformation inactive (conformation dite DFG-out), 
elle forme une poche hydrophobe autour du site de fixation de l’ATP. Lorsque les TKI se 
fixent à cette poche, la boucle d’activation n’est plus capable de se mettre en conformation 
active (DFG-in), empêchant l’activation des récepteurs et la signalisation  (Limaverde-Sousa 
et al., 2014). Selon leur mode d’action les TKI sont classés en trois principales catégories. Les 
TKI de classe I, représentés par le Sunitinib, forment des liaisons avec le domaine 
intracellulaire des récepteurs à proximité du site de liaison de l’ATP et miment l’interaction 
de l’ATP avec l’enzyme. Les TKI de classe II, comme Sorafenib, se lient à la poche 
hydrophobe qui se forme lorsque la boucle d’activation des récepteurs est en conformation 
DFG-out. Cette interaction inhibe la signalisation en empêchant le passage de la conformation 
DFG-out à DFG-in. La classe III des TKI, est représentée par des molécules qui forment des 
liaisons covalentes avec le domaine tyrosine kinase. Ces inhibiteurs sont donc dits 
« irréversibles », Vandetanib en est un parfait exemple. Ces inhibiteurs pharmacologiques 
85 
 
bloquent l’activité tyrosine kinase de multiples récepteurs. Le vandetanib bloque l’EGFR, les 
VEGFR-1, -2 et -3 et la kinase RET. Le sunitinib (Sutent), le sorafenib (Nexavar) et le 
cediranib (Recentin) bloquent l’activité des VEGFR-1, -2, -3 aussi bien que des PDGFR, RET 
et c-Kit. En clinique, les agents anti-VEGF ne montrent de bénéfices que lorsqu’ils sont 
combinés à des chimiothérapies ou associés à un traitement radiothérapeutique. A l’inverse 
les agents ciblant l’activité tyrosine kinase des VEGFRs (TKI) sont administrés en 
monothérapie (Escudier et al., 2007; Motzer et al., 2007). L’utilisation clinique des VEGFRs 
TKI en monothérapie a montré des résultats encourageant dans le traitement des cancers 
rénaux à cellules claires et des carcinomes hépatocellulaires. Cependant, les effets de ces 
traitements se sont avérés décevants dans le traitement d’autres types de cancers (Moserle et 
al., 2014). Dans les CBnPCs, une étude de phase III (ZODIAC) comparant les effets de 
l’association docetaxel seul versus docetaxel associé au vandetanib en seconde ligne de 
traitement n’a pas démontré de bénéfice clair sur la survie globale ou sans progression 
(Korpanty et al., 2011). Des essais de phase III sont actuellement en cours pour tester les 
effets de la combinaison vandetanib, carboplatine et paclitaxel en thérapie néoadjuvante ou 
vandetanib et pemetrexed. Les résultats des essais cliniques de phase II et III (ESCAPE, 
E2501) utilisant les agents multi-cibles (sunitinib, sorafenib ou cediranib) sont pour le 
moment décevants en terme de réponse globale dans les CBnPCs,. Des essais testant des 
molécules plus spécifiques des VEGFR telles que pazopanib, axitinib, motesanib sont en 
cours.  
          
III.2.3. Les inhibiteurs peptidiques de l’angiogenèse 
Les toxicités induites par les traitements TKI et anti-VEGF, ainsi que l’apparition de 
résistance à ces traitements ont soulevé des inquiétudes quant à leur bénéfice réel. La 
recherche s’est donc aussi dirigée vers d’autres agents anti-angiogéniques susceptibles de 
présenter moins d’effets toxiques que les inhibiteurs de la signalisation VEGF/VEGFRs. Dans 
ce contexte, la possibilité d’utiliser des inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse en tant que 
traitements anti-tumoraux a été étudiée (Tableau 4).  
 
L’angiostatine est un fragment de 38 kDa issu du plasminogène. Au niveau de la membrane 
cellulaire, l’angiostatine possède plusieurs partenaires potentiels à travers lesquels elle peut 
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exercer une activité anti-angiogénique importante. « In vitro », sa liaison avec l’ATP 
synthétase, la chondroïtine sulfate proteoglycane NG2, l’angiomotine, l’intégrine αvβ3, c-met 
ou l’annexine II, serait capable d’induire l’apoptose dans les cellules endothéliales, d’inhiber 
leur migration et la tubulogenèse (Limaverde-Sousa et al., 2014). Dans une étude en phase II, 
l’angiostatine en combinaison avec le paclitaxel et le carboplatine a montré un taux de 
contrôle élevé de la maladie chez les patients atteints CBnPC avancé (Kurup et al., 2006). 
  
Un autre agent peptidique à propriétés anti-angiogéniques est l’endostatine. Même si les 
mécanismes d’action impliqués dans ses effets n’ont pas été totalement clarifiés, ce fragment 
de 20 kDa provenant du domaine C-terminal du Collagène XVIII serait capable non 
seulement de bloquer l’activité du VEGF et du FGF en affectant ainsi la survie et la 
prolifération des cellules endothéliales, mais aussi de réguler l’expression de répresseurs de 
l’angiogenèse (Abdollahi et al., 2004). Malgré le bénéfice qu’a démontré l’endostatine au 
cours d’essais de phase I et II (Eder et al., 2002; Hansma et al., 2005; Kulke et al., 2006), ces 
résultats ont été jugés insuffisants par rapport à ceux obtenus avec BVZ et les TKI. Par la 
suite, les travaux sur l’endostatine ont été poursuivis de manière plus poussée en Chine où cet 
agent a été approuvé la SFDA chinoise en 2005 dans le traitement des CBnPCs en 
combinaison avec les chimiothérapies (Folkman, 2006). 
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SPECTRE AGENT CIBLE TYPE DE CANCER PHASE 
Cible unique Bevacizumab VEGF-A Colon métastatique 
CBnPC non-squameux 
GM 
CCR métastatique 
Approuvé (US/EU) 
 
Approuvé (US/EU) 
 
Approuvé (US/EU) 
 Cetuximab EGFR Carcinome squameux TEC 
Cancer colorectaux 
Approuvé (US/EU) 
Paniturmumab EGFR Colon métastatique Approuvé (US/EU) 
 Trastuzumab 
 
Pertuzumab 
HER-2 
 
HER2 
Cancers mammaires et gastriques 
surexprimant HER2 
Cancers mammaires métastatiques 
surexprimant HER2 
Approuvé (US/EU) 
 
 
Approuvé (US/EU) 
Plusieurs cibles Aflibercept VEGF-A, 
VEGF-B, 
PlGF 
Colon métastatique Approuvé  (US) 
Axitinib VEGFR1, 
VEGFR2, 
VEGFR3 
PDGFR 
KIT 
CCR avancé Approuvé (US/EU) 
Cedratinib VEGFR1, 
VEGFR2, 
VEGFR3 
PDGFR 
KIT 
Colon métastatique, 
GBM récurrent,  
Cancer ovarien, 
Cancer pulmonaire 
Phase III 
Indetanib VEGFR,  
PDGFR, 
FGFR 
CBnPC 
Cancer ovarien 
Phase III 
Pazopanib VEGFR1, 
VEGFR2, 
VEGFR3, 
PDGFR, 
KIT 
CCR avancé 
Sarcome des tissues mous avancé  
Approuvé (US/EU) 
Sorafenib VEGFR2 
VEGFR3 
PDGFR 
Raf 
KIT 
Carciromes heptocellulaires 
CCR avancé 
Approuvé (US/EU) 
 Sunitinib VEGFR1 
VEGFR2 
Tumeur stromale gastrointestinal 
CCR avancé 
 
Approuvé (US/EU) 
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VEGFR3 
PDGFR 
FLT3 
CSF-1R 
RET 
Tumeurpancréatique neuoendocrine 
Vandetanib VEGFR2, 
EGFR , 
KIT, 
RET 
Cancer médullaire de la thyroïde Approuvé (US/EU) 
Vatalanib VEGFR1 
VEGFR2 
VEGFR3 
PDGFR 
Cancers colorectaux Phase III 
Large spectre ABT-510 CD-36 Cancer TEC, 
Mélanomes, 
Lymphomes, 
CCR 
Sarcome des tissus mous 
CBnPC 
Phase II 
ATN-161 Intégriness αvβ3, 
αvβ1 
Tumeurs du cerveau et du système 
nerveux central 
CCR 
Phase II 
Angiostatine ATP synthase 
NG2 
Angiomotine 
Intégriness αvβ3 
c-met 
annexin II 
Gliomes 
GBM 
Phase II 
Endostatine Intégriness αvβ3, 
αvβ5, 
Nucleoline 
Caveoline-1 
MMP-2 
VEGFR2 
Glypicanes 1- 4 
CBnPC 
Cancers mammaires 
Approuvé  en Chine 
Phase III/IV 
 
Lenalidomide CRBN Myélome multiple Approuvé (US/EU) 
Thalidomide CRBN Myélome multiple Approuvé (US/EU) 
     
Tableau 4. Différentes catégories d’agents anti-angiogéniques approuvés ou en essais cliniques. 
(D’après Limaverde-Sousa et al., 2014) 
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III.2.4. Thérapies ciblant les corécepteurs   
L’implication des NRPs dans le processus oncogénique en fait une cible thérapeutique de 
choix, et des agents ciblant ces corécepteurs ont commencé à voir le jour. Deux stratégies 
principales d’agents ciblant les NRPs ont été développées. A l’heure actuelle, les efforts se 
sont principalement concentrés sur la génération d’agents capables de bloquer l’interaction 
entre les NRPs et la région codée par les exons 7 et 8 du VEGF-A et donc la signalisation 
induite par cette interaction. C’est dans ce but que des anticorps monoclonaux ont été 
développés (Bumbaca et al., 2012), l’idée étant que l’association d’anticorps bloquant 
l’interaction VEGF-A/NRP avec un anticorps anti-VEGF pourrait être bénéfique puisque le 
BVZ bloque l’interaction du VEGF-A avec ces récepteurs mais pas son interaction avec les 
NRPs. En accord avec cette hypothèse, des études précliniques chez la souris ont montré que 
le blocage de la NRP1 potentialise l’effet inhibiteur sur la croissance tumorale du BVZ (Pan 
et al., 2007). De plus, des études cliniques chez des patients atteints de cancers avancés de 
l’estomac et du sein ont corrélé de hauts niveaux tumoraux de NRP1 à une moins bonne 
réponse au BVZ (Jubb et al., 2011; Van Cutsem et al., 2012b), indiquant qu’une combinaison 
BVZ et anti-NRP1 pourrait être bénéfique chez ces patients. Malheureusement, les résultats 
d’un essai de phase I publiés très récemment et utilisant un anticorps monoclonal humanisé 
anti-NRP1, le MNRP1685A, soulèvent des questions concernant l’utilisation en clinique de 
cet anticorps. Ainsi, les auteurs montrent que les patients traités par une association BVZ et 
MNRP1685A présentent avec une fréquence élevée une thrombopénie et une protéinurie 
(Patnaik et al., 2014). Même si les efforts se sont portés le plus souvent sur l’inhibition de 
l’activité de la NRP1, il a aussi été démontré qu’un anticorps anti-NRP2 avait un effet anti-
métastatique (Caunt et al., 2008). Cependant, les résultats pourraient dépendre du type 
tumoral puisque l’inhibition de la NRP2 dans les cellules de cancer de la prostate induit 
l’expression de l’IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor) et active une cascade de 
signalisation conduisant à la prolifération tumorale (Goel et al., 2012). 
La deuxième famille d’agents ciblant les NRPs est représentée par des peptides. Les peptides 
présentant la séquence C-terminale consensus R/KXXR/K interagissent avec les domaines 
b1/b2 de la NRP1 et bloquent l’interaction du VEGF165 et des sémaphorines. Un 
peptidomimétique résistant à la protéolyse et ciblant la NRP1 et le VEGFR1 a été développé. 
Ce peptide, appelé D(LPR), a démontré une activité anti-angiogénique « in vivo » et « in 
vitro »  (Giordano et al., 2010). Les peptides qui se lient au domaine extracellulaire des NRPs 
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présentent un grand intérêt grâce à leur capacité à être internalisés via leur liaison à ces 
corécepteurs. Cette capacité à pénétrer dans les tumeurs par endocytose permet de les coupler 
à d’autres agents thérapeutiques pour améliorer leur efficacité, ou à les coupler à des agents 
permettant d’améliorer la visualisation des tumeurs en imagerie médicale (Sugahara et al., 
2010). Par ailleurs, un agent non peptidique, l’EG00229, augmente l’activité cytotoxique de 
certaines chimiothérapies. Cela démontre que les agents ciblant les NRPs permettent non 
seulement de potentialiser l’effet de certaines thérapies anti-angiogéniques ou d’agents 
chimiothérapeutiques, mais possèdent eux même des propriétés anti-tumorales.  
 
III.2.5. Thérapies ciblant les différents récepteurs à activité tyrosine kinase 
En prenant en compte la grande hétérogénéité des CBnPC, la multitude de voies qui 
interviennent dans leur développement et l’existence de « cross-talk » entre ces différentes 
voies, le fait de combiner différentes thérapies ciblées pour agir sur plusieurs récepteurs à la 
fois pourrait s’avérer intéressant pour le traitement des CBnPC. Dans ce contexte, la 
combinaison la plus étudiée est celle de l’inhibition des voies de signalisation dépendantes du 
VEGF et de l’EGFR. La pertinence de telles études est soutenue par l’existence de « cross-
talk » entre EGFR/VEGFR dans les tumeurs (Larsen et al., 2011). Les premiers résultats issus 
d’une évaluation en phase II de la combinaison BVZ et erlotinib, un inhibiteur de l’activité 
tyrosine kinase de l’EGFR, ont donné des résultats encourageant en traitement de seconde 
ligne des patients atteints de CBnPC réfractaires, en comparaison avec les traitements 
chimiothérapeutiques conventionnels (Herbst et al., 2007). Ces résultats n’ont 
malheureusement pas été confirmés par les études en phase III qui ont fait suite, dans 
lesquelles aucun bénéfice n’a été observé suite au traitement BVZ-erlotinib en comparaison 
au traitement par erlotinib (Herbst et al., 2007). Cependant, des études précliniques ont 
montré que la combinaison d’agents inhibiteurs de l’activité des VEGFRs combiné à des 
inhibiteurs de l’EGFR pourrait présenter un intérêt dans le traitement des tumeurs colorectales 
(Poindessous et al., 2011). Plus récemment, une autre évaluation en phase III de la 
combinaison BVZ-erlotinib, chez des patients atteints de CBnPC avancés a montré une 
amélioration de la survie sans progression mais pas de la survie globale (Johnson et al., 2013). 
D’autres études s’avèrent donc nécessaires pour déterminer le bénéfice réel de ces 
combinaisons ainsi que pour déterminer les toxicités additives qui pourraient en résulter.  
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III.2.6. Les agents désintégrant les vaisseaux VDA  
Contrairement aux traitements anti-angiogéniques, les agents désintégrant les vaisseaux, dit 
VDA (Vascular Disrupting Agent), ne ciblent pas la formation de néo-vaisseaux au niveau du 
site tumoral, mais s’attaquent directement à la vasculature préexistante. Ces agents agissent en 
induisant l’occlusion des vaisseaux qui alimentent les tumeurs, causant une chute brutale du 
flux sanguin, une ischémie et une nécrose importante au centre même des tumeurs. Ces agents 
affectent l’organisation du cytosquelette et les jonctions cellules-cellules des cellules 
endothéliales, exposant ainsi la membrane basale au flux sanguin (Tozer et al., 2005). 
L’infiltration de protéines plasmatiques hors des vaisseaux cause une augmentation de la 
pression interstitielle dans les tissus environnants, ce qui induit rapidement une 
vasoconstriction des vaisseaux dans le site de l’œdème. L’exposition de la membrane basale 
au flux sanguin, induit l’activation d’une cascade de coagulation résultant en une thrombose 
(Wu et al., 2013). 
 
Ces composés peuvent être subdivisés en flavonoïdes et en agents liants les microtubules. 
Récemment, plusieurs de ces agents ont été utilisés lors d’essais cliniques en combinaison 
avec des chimiothérapies, et ce dans différents types de cancers. Cependant, malgré les effets 
nécrotiques très rapides observés suite au traitement des tumeurs par ces agents, des cellules 
en périphérie des tumeurs persistent toujours (Tozer et al., 2008), sans doute parce que cette 
région est généralement mieux vascularisée. Ces mêmes cellules sont capables d’initier à 
nouveau le développement tumoral. Le traitement par les VDA sélectionnerait des cellules qui 
seraient plus agressives et plus adaptées à l’hypoxie. Cette adaptation aux conditions 
hypoxiques passerait notamment par une augmentation de l’expression de facteurs associés à 
l’angiogenèse comme HIF1a  (Dachs et al., 2006; Tozer et al., 2008). De ce fait, la 
combinaison de ces agents avec des inhibiteurs de HIF1α pourrait présenter un grand intérêt 
pour contourner les résistances induites par ces agents. Cependant, et comme nous allons le 
voir dans le paragraphe suivant, les mécanismes de résistance mis en place par les tumeurs 
sont très complexes. Ainsi, en plus d’une compensation via la production de facteurs pro-
angiogéniques, d’autres études démontrent une participation des autres types cellulaires 
associés aux tumeurs, notamment les macrophages et des progéniteurs endothéliaux, qui 
favoriseraient une revascularisation des tumeurs (Welford et al., 2011; Wu et al., 2013). Tous 
ces facteurs rendent l’efficacité des agents désintégrant les vaisseaux utilisés en 
92 
 
monothérapies extrêmement limitée. Afin de potentialiser les effets de ces composés, une 
combinaison avec les agents anti-angiogéniques a été envisagée. Il est très probable qu’une 
telle combinaison résulte en un effet synergique sur la croissance des tumeurs et pourrait aussi 
minimiser l’apparition des résistances qui émergent suite au traitement par l’une ou l’autre des 
thérapies. Des études précliniques ont montré qu’une telle combinaison améliorait la réponse 
de xénogreffes au traitement (Rossi et al., 2009; Siemann and Shi, 2008). Dans cette optique, 
les chimiothérapies pourraient aussi potentialiser  les effets induits par les agents désintégrant 
les vaisseaux (Kim et al., 2007). Une clarification des modalités d’usage de telles 
combinaisons est donc essentielle. 
 
III.3. Thérapies anti-angiogéniques : pourquoi ne fonctionnent-elles pas 
aussi bien qu’espéré ? 
Comme nous venons de le voir, l’utilisation de traitements anti-angiogéniques est aujourd’hui 
devenue courante dans la pratique clinique pour traiter un large panel de tumeurs solides. 
Cependant, malgré les résultats précliniques encourageants, les résultats chez l’Homme sont 
décevants en ce qui concerne le bénéfice sur la survie des patients. De plus, certaines études 
ont mis en évidence une adaptation et un échappement à ces traitements voir même 
l’apparition d’un phénotype plus agressif après une exposition prolongée à ces agents anti-
angiogéniques (Bagri et al., 2010; Ebos et al., 2009; Larrayoz et al., 2014; Paez-Ribes et al., 
2009). Les mécanismes moléculaires sous-tendant ces effets demeurent largement méconnus 
et pourraient dépendre du type tumoral considéré ainsi que du type d’agent anti-angiogénique. 
De plus, une controverse existe encore entre les résultats des données précliniques obtenus 
chez la souris et les résultats obtenus chez l’Homme en ce qui concerne les effets délétères de 
certaines de ces thérapies  (Blagoev et al., 2013). Les résultats décevants en clinique et ces 
controverses soulignent la nécessité de mieux comprendre comment les thérapies anti-
angiogéniques agissent, mais aussi, de mieux caractériser les stratégies mises en place par les 
tumeurs pour leur échapper. L’objectif à terme est d’identifier des marqueurs prédictifs de 
réponse qui permettront une meilleure sélection des patients à traiter et une augmentation de 
la balance bénéfice/risque. 
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Lors de leur développement, on a d’abord pensé que les thérapies anti-angiogéniques 
n’induiraient pas de résistances, comme celles observées suite aux traitements 
chimiothérapeutiques, car ces agents ciblent les cellules endothéliales qui sont génétiquement 
stables et non des cellules tumorales instables (Boehm et al., 1997). Par la suite, plusieurs 
études précliniques et cliniques ont montré que ce n’était pas le cas et que des résistances à 
ces thérapies ciblées apparaissent bel et bien. Il est important de distinguer la résistance 
intrinsèque (primaire) de la résistance acquise. Lorsque les tumeurs sont d’emblée réfractaires 
aux traitements anti-angiogéniques et qu’elles continuent de croitre même en présence de ces 
agents, la résistance est considérée comme étant intrinsèque. Dans ce cas, les tumeurs ne 
seraient pas directement dépendantes de la néoangiogenèse tumorale pour leur croissance. 
Certains postulent que cela pourrait être lié à la préexistence d’un réseau vasculaire au site 
tumoral ou bien à la capacité des cellules tumorales à mimer les cellules endothéliales en 
formant elles mêmes leurs propres vaisseaux (Moserle et al., 2014). A l’inverse, les tumeurs 
peuvent présenter une phase initiale de réponse puis elles peuvent mettre en place des 
mécanismes d’adaptation pour faire face à des changements de leur microenvironnement ou à 
l’absence de la signalisation dépendante du VEGF-A. Ce processus, appelé résistance acquise, 
ne met pas en jeu des mutations ou des amplifications géniques, mais se traduit plutôt par 
l’activation de voies alternatives qui permettraient la poursuite du développement tumoral 
malgré l’inhibition de la voie VEGF/VEGFR (Figure 25) (Moserle et al., 2014).  
 
III.3.1. Activation de voies de signalisation alternatives 
Suite au blocage de la voie de signalisation dépendante du VEGF-A, d’autres facteurs de 
croissance pro-angiogéniques sont sécrétés et compensent cette inhibition entraînant un 
phénomène de rebond de l’angiogenèse et/ou de la lymphangiogenèse (figure 25 –A). Ainsi, 
en réponse au BVZ, alors que les taux circulants de VEGF-A total diminuent dans les 
carcinomes hépatocellulaires, les mélanomes ou les cancers ovariens, on observe une 
augmentation des taux plasmatiques de PlGF, VEGF-C, VEGF-D, bFGF, PDGF ou SDF1 
dans les cancers colorectaux ou de bFGF dans les cancers du poumon (Lambrechts et al., 
2013). Dans les glioblastomes, l’accumulation de FGF2, SDF-1 et PlGF corrèle avec la 
progression des tumeurs en réponse aux thérapies anti-VEGF-A (Batchelor et al., 2007). Dans 
un modèle murin de carcinome pancréatique neuroendocrine, le blocage de la voie VEGFR2 
induit une sécrétion de bFGF, angiopoïétine-1 et éphrine-A1 qui réactive le processus 
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angiogénique et la croissance tumorale (Casanovas et al., 2005). Dans les cancers du poumon, 
une étude mesurant les niveaux plasmatiques de 31 facteurs de croissance en réponse au 
pazopanib a montré que la diminution des niveaux plasmatiques de sVEGFR2 et d’IL-4 en 
réponse au traitement était corrélée avec une diminution du volume tumoral (Nikolinakos et 
al., 2010). Une des stratégies pour réverser cette résistance pourrait donc être de cibler les 
voies activées de façon redondante. Cependant, une telle approche paraît difficile à mettre en 
place compte tenu du nombre de facteurs activés qui diffère selon le type tumoral considéré et 
le type de thérapies anti-angiogéniques utilisées.  
  
III.3.2. Rôle de l’hypoxie et du microenvironnement tumoral 
Certaines études expliquent la résistance aux thérapies anti-angiogéniques par un changement 
du microenvironnement tumoral vers un environnement plus hostile à la croissance tumorale, 
pauvre en vaisseaux et donc hypoxique et pauvre en nutriments. Ces conditions défavorables 
conduiraient à l’émergence de cellules plus résistante aux thérapies et favoriseraient les 
métastases (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009). Cette adaptation aux conditions 
hypoxique mettrait en jeu, d’une part, la modification de certaines caractéristiques 
métaboliques de ces cellules afin de survivre dans des conditions pauvres en oxygène, et 
d’autre part, une augmentation de l’expression de certaines molécules pro-angiogéniques qui 
pourraient participer à un phénomène de revascularisation en agissant sur les cellules du 
microenvironnement tumoral (Carmeliet, 2005). En accord avec un rôle de l’hypoxie dans la 
résistance aux thérapies anti-angiogéniques, l’augmentation des niveaux d’expression de la 
protéine CA9 (Carbonic Anhydrase 9), une cible de HIF-1, et de HIF-2a est associée à un 
mauvais pronostic en réponse au traitement par BVZ et Irinotecan dans les astrocytomes  
(Sathornsumetee et al., 2008). Un environnement hypoxique va aussi favoriser l’accumulation 
de cellules dérivées de la moelle osseuse (BMDCs)  (Gao et al., 2009), de cellules 
endothéliales progénitrices (Shaked et al., 2006),de macrophages (Condeelis and Pollard, 
2006) ou de polynucléaires neutrophiles (Nozawa et al., 2006). Ces cellules vont sécréter des 
facteurs pro-angiogéniques et favoriser le rebond angiogénique.. Les fibroblastes du 
microenvironnement sont aussi impliqués dans la résistance. Ainsi, une sécrétion de PDGF-C 
par les fibroblastes associés aux tumeurs (CAF, Cancer Associated Fibroblasts) est observée 
dans les tumeurs résistantes au BVZ. De plus, dans un modèle de xénogreffes dérivées 
d’adénocarcinomes pulmonaires, une variation de l’expression de gènes impliqués dans la 
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signalisation dépendante de l’EGFR et du FGFR est observée dans les fibroblastes du stroma 
mais pas dans les cellules tumorales, et est corrélée à l’acquisition d’une résistance au BVZ  
(Cascone et al., 2011). Ces résultats mettent donc en lumière un rôle important du 
microenvironnement tumoral dans l’échappement aux thérapies anti-angiogéniques. 
 
II.3.3. Modulation de la maturation vasculaire et co-option 
Les thérapies anti-angiogéniques conduisent à une normalisation de la vasculature avec des 
vaisseaux plus matures. Cette normalisation est bénéfique puisqu’elle permettrait un meilleur 
accès aux chimiothérapies. Cependant, dans les cancers du poumon, une diminution plutôt 
qu’une augmentation de la quantité de chimiothérapie intra-tumorale est observée cinq heures 
après l’administration de BVZ (Van der Veldt et al., 2012). Cette normalisation est aussi 
délétère car les vaisseaux qui persistent sont plus résistants aux thérapies anti-angiogéniques. 
A l’inverse, les tumeurs privées de néo-vaisseaux peuvent utiliser pour leur croissance les 
vaisseaux normaux préexistants à la périphérie tumorale. C’est le phénomène de co-option 
vasculaire décrit notamment dans les mélanomes (Döme et al., 2002). Ainsi, dans un modèle 
de xénogreffe dérivé de glioblastome, une augmentation de l’infiltration de la tumeur par des 
vaisseaux de l’hôte a été décrite après traitement anti-VEGF (Rubenstein et al., 2000). 
D’autres études ont aussi montré un effet des thérapies anti-angiogéniques sur les péricytes 
qui conditionnent la stabilité vasculaire (Bergers et al., 2003). Cet effet pourrait générer des 
vaisseaux moins stables et donc plus aptes à permettre l’extravasation des cellules tumorales à 
l’origine des métastases (Bergers and Hanahan, 2008). Finalement, l’emploi de molécules à 
spectre d’inhibition trop large telles que le Sunitinib pourrait, en prévenant la phosphorylation 
des résidus tyrosine sur certaines molécules contribuant au maintien des jonctions cellule-
cellule, favoriser l’intra- et l’extravasation des cellules tumorales (Chung et al., 2012).  
 
II.3.4. Acquisition d’un phénotype invasif par les cellules tumorales et 
sélection de cellules souches cancéreuses 
Comme nous l’avons précédemment décrit, les récepteurs VEGFR1, VEGFR2 et NRP1 sont 
exprimés de manière variable à la surface de certaines cellules tumorales comme les cancers 
pulmonaires, rénaux, mammaires, gliaux et les mélanomes (Gerber et al., 2002; Hicklin and 
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Ellis, 2005). L’échappement aux thérapies anti-angiogéniques pourrait donc aussi impliquer 
l’effet de ces traitements sur les cellules tumorales elles même. Dans ce contexte, une 
observation essentielle est que le BVZ n'inhibe pas l'interaction du VEGF-A avec les NRPs. 
Compte tenu de l'importance potentielle de la signalisation dépendante des NRPs dans la 
genèse de cellules souches cancéreuses  (Beck et al., 2011) et dans la signalisation dépendante 
du VEGF au niveau des cellules tumorales, une possibilité est donc que les cellules tumorales 
échappent au blocage du VEGF-A en « suractivant » les voies dépendantes des neuropilines. 
En accord avec cette hypothèse, des études précliniques chez la souris ont montré qu’un 
anticorps bloquant l’interaction VEGF-A/NRP1 ralentit la croissance tumorale (Bagri et al., 
2010)  et démontré le bénéfice de la combinaison BVZ et anticorps anti-neuropiline1 sur la 
croissance tumorale (Pan et al., 2007). Cependant, l’impact des thérapies anti-angiogéniques 
sur l’expression et l’activation de voies de signalisation dépendantes des NRPs dans les 
cellules tumorales reste largement méconnu. Dans les cancers colorectaux, des études « in 
vitro » ont montré que les cellules traitées de façon chronique (3 mois) au BVZ acquièrent un 
phénotype invasif et migratoire qui corrèle avec l’accumulation de VEGF-A, PlGF, VEGFR1 
et P-VEGFR1 (Fan et al., 2011). D’autres études précliniques chez la souris ont permis de 
montrer un effet des thérapies anti-angiogéniques dans la génération de cellules tumorales 
présentant un phénotype plus agressif. Ainsi, dans des modèles de xénogreffes dérivées de 
carcinomes du rein à cellules claires, le BVZ sélectionne des cellules tumorales présentant 
une diminution de l’expression d’une phosphatase impliquée dans le contrôle de l’activation 
de l’EGFR (Grepin et al., 2012). Dans les tumeurs pancréatiques neuroendocrines, le BVZ ou 
le sunitinib sélectionne des cellules tumorales dans lesquelles c-Met est hyper-activé et qui 
expriment certains marqueurs d’EMT à l’origine d’un phénotype plus invasif  (Carbone and 
Yang, 2012; Sennino et al., 2012). Dans les glioblastome, la voie c-Met est aussi impliquée 
dans l’échappement au BVZ via l’activation d’une cascade de signalisation impliquant la 
kinase FAK et STAT3 (Jahangiri et al., 2014; McCarty, 2013). De façon intéressante, chez les 
patients porteurs de glioblastome et résistants au BVZ, une accumulation au niveau ARN et 
protéique de l’intégrine β1 a aussi été retrouvée (Carbonell et al., 2013). L’ensemble de ces 
études démontrent donc bien l’impact des thérapies anti-angiogéniques sur les cellules 
tumorales. Il est important de noter que l’impact sur les cellules tumorales des combinaisons 
utilisées en clinique telles que l’association BVZ/chimiothérapies demeure largement 
méconnu. De plus, il est probable que l’impact de ces thérapies sur les cellules tumorales va 
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dépendre de la présence conjointe ou non à la surface de ces cellules des différents récepteurs, 
puisque les signalisations activées en aval seront largement différentes. 
Un autre mécanisme touchant la cellule tumorale et impliqué dans l’échappement aux 
thérapies anti-angiogéniques est la théorie selon laquelle les traitements prolongés par ces 
traitements généreraient l’apparition de souches cellulaires néoplasiques qui seraient plus 
tolérantes à l’hypoxie induite par ces agents. Cette théorie est soutenue par des résultats 
obtenus sur des modèles de xénogreffes de cancers mammaires. Ces résultats démontrent 
l’apparition, suite au traitement de ces xénogreffes par des agents anti-angiogéniques, d’une 
sous-population de cellules capables d’initier des tumeurs lorsque réimplantées chez d’autre 
animaux. Cette sous-population est caractérisée par de hauts niveaux d’aldéhyde 
déshydrogénase (Conley et al., 2012). En accord, dans un modèle de carcinome pulmonaire 
squameux murin échappant au traitement, il a été récemment montré que le sunitinib ou un 
anticorps anti-VEGFR2 induit l’apparition de cellules cancéreuses exprimant les marqueurs 
de cellules souches CD133, CD15 et ALDH1A1 (Larrayoz et al., 2014). Finalement, les 
cellules tumorale en dormance pourraient aussi être sélectionnées et contribuer à un 
phénotype plus agressif en devenant résistantes à la chimiothérapie et en favorisant la 
récurrence après l’arrêt du traitement (Naumov et al., 2003). 
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Figure 25.  Différents types de résistances aux traitements anti-angiogéniques. A. production de 
facteur pro-angiogénique et lymph-angiogéniques, ce qui permet la revascularisation et la mise en 
place d’un réseau métastatique, ce qui induit une reprise de la croissance et la dissémination 
métastatique même sous traitement. B. Les conditions hypoxiques dans lesquelles se développe la 
tumeur induisent la production de cytokines qui favorisent le recrutement de cellules dérivées de la 
moelle osseuse (MO). Ces cellules favorisent l’angiogenèse et el la progression tumorale sous 
traitement. C. e recrutement de péricytes permet la maturation des vaisseaux et une normalisation 
vasculaire, ce qui permet la résistance des vaisseaux aux traitements anti-angiogénique. D. Les cellules 
tumorales évoluant dans un environnement devenu pauvre en oxygène et en nutriments, vont acquérir 
des capacités accrues d’invasion et de dissémination sous traitement (D’après Bergers et Hanahan., 
2008) 
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III.4. Identification de biomarqueurs prédictifs de réponse : une nécessité  
Selon le type de cancer et le type d’agent anti-angiogénique, la réponse des patients est donc 
très hétérogène et peut être même parfois délétère. Si l’on prend en considération cette grande 
hétérogénéité de la réponse des tumeurs aux thérapies anti-angiogéniques, il apparaît donc 
crucial de définir des facteurs susceptibles de prédire l’efficacité mais aussi les effets 
indésirables de ces thérapies. Afin de réussir dans la recherche de tels biomarqueurs, il est 
important de prendre en compte leur degré de dépendance au processus angiogénique. 
Cependant, comme nous l’avons vu, de plus en plus d’études montrent que les mécanismes 
d’échappement des tumeurs aux thérapies anti-angiogéniques ne passent pas seulement par 
une régulation du processus angiogénique, mais que les cellules tumorales elles même mettent 
en place des mécanismes moléculaires à travers lesquels elles favorisent leur survie 
lorsqu’elles se retrouvent dans un environnement hautement hypoxique. Aussi, la recherche 
de biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies anti-angiogéniques doit prendre en 
compte les caractéristiques moléculaires des tumeurs et pas seulement leur caractère 
angiogénique. A l’heure actuelle, aucun marqueur prédictif de réponse aux thérapies anti-
angiogéniques n’est utilisé en clinique pour sélectionner les patients à traiter. Cependant, 
certains marqueurs potentiels émergent sur la base des résultats d’essais cliniques. Ils peuvent 
se subdiviser en 2 grandes classes : les marqueurs circulants et les marqueurs intra-tumoraux.   
 
III.4.1. Les biomarqueurs circulants 
Dans le cadre de la recherche d’un marqueur de réponse aux thérapies anti-angiogéniques, le 
VEGF-A était un candidat tout désigné. En effet, la théorie prédominante était que de hauts 
niveaux de VEGF-A pourraient signifier une plus grande dépendance des tumeurs à leur 
vasculature. Cependant, une méta-analyse réalisée sur 1816 patients inclus dans des essais de 
phase III a récemment démontré que les taux de VEGF-A plasmatique avant traitement 
avaient une valeur négative sur le pronostic, mais ne prédisaient pas la réponse au BVZ de 
patients porteurs de carcinomes colorectaux, rénaux ou de CBnPCs (Hegde et al., 2013). Dans 
cette étude, les taux plasmatiques de VEGF-A n’étaient pas corrélés aux taux intra-tumoraux 
détectés par immunohistochimie. A l’inverse, la mise au point d’un ELISA permettant de 
quantifier spécifiquement l’isoforme hautement diffusible VEGF121 a permis de trouver une 
corrélation entre de hauts niveaux plasmatiques de cette isoforme avant traitement et une 
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meilleure réponse au BVZ en terme de survie des patients porteurs de cancers du sein (étude 
AVADO, Miles et al., 2013), du pancréas (étude AViTA, Kindler et al., 2011) ou de 
l’estomac (étude AVAGAST, Van Cutsem et al., 2012a) . A l’inverse, aucune corrélation n’a 
été retrouvée entre les taux plasmatiques du VEGF121 et la réponse au BVZ dans les cancers 
du poumon (étude AVAIL, Jayson et al., 2012), colorectaux (étude AVF2107g, Jayson et al., 
2012) ou rénaux (étude AVOREN, Jayson et al., 2012). Ces résultats soulignent donc la 
nécessité de développer des outils permettant de détecter spécifiquement chacune des 
isoformes du VEGF-A, ainsi que d’envisager leur rôle spécifique dans les différents types 
tumoraux. Dans les cancers du rectum et les cancers du sein, de hauts niveaux plasmatiques 
de sVEGFR1 ont été inversement corrélés à la réponse au BVZ ou aux VEGFR TKI (Willett 
et al., 2009). A l’inverse, certaines études ont montré que les niveaux plasmatiques avant 
traitement du sVEGFR2 chez les patients atteints de cancers colorectaux n’étaient pas 
associés à la réponse aux thérapies anti-angiogéniques. Cependant dans ces mêmes études, les 
patients ayant un niveau bas de soluble VEGFR2 montraient une amélioration de la survie 
sans progression, faisant du sVEGFR2 un marqueur pronostic plutôt que de réponse au BVZ. 
Dans les carcinomes hépatocellulaires et colorectaux, des niveaux plasmatiques élevés d’IL-8 
ou d’angiopoïetine 2 ont eux aussi été associés à une meilleure réponse au BVZ (Goede et al., 
2010; Kaseb et al., 2012).   
D’autre part, et comme mentionné dans la partie précédente, les thérapies anti-angiogéniques 
régulent l’expression de facteurs circulants autres que le VEGF-A. Leurs variations pourraient 
donc en faire des marqueurs de réponse potentiels. Concernant les taux circulants de VEGF-A 
après traitement, les résultats vont dans tous les sens, certaines études rapportant une 
augmentation ou une diminution de ces taux circulants chez les patients ayant reçu du 
Bevacizumab (Lambrechts et al., 2013). Ces différences pourraient être liées au fait que le 
VEGF-A est tout ou en partie lié au BVZ dans le plasma de ces patients, ce qui rend son 
dosage sous forme libre difficile à interpréter. A l’inverse, l’augmentation plasmatique de 
PlGF en réponse au Bevacuzimab est un marqueur de bon pronostic chez les patients porteurs 
de cancers colorectaux (Willett et al., 2009), mais aussi chez les patients porteurs de 
glioblastomes traités avec Cedratinib lors d’essais en phase II de cet agent (Batchelor et al., 
2010). Dans cette dernière étude, de hauts niveaux plasmatiques de PlGF ont été corrélés avec 
la réponse et la survie des patients. Dans les cancers du poumon, un faible niveau plasmatique 
d’ICAM1 et un haut niveau de bFGF après traitement ont été corrélés à la réponse dans 
l’étude AVAIL.  
101 
 
III.4.2. Les biomarqueurs intra-tumoraux 
Parallèlement à la recherche de biomarqueurs circulants, d’autres études se sont intéressées 
aux niveaux intra-tumoraux d’acteurs de la voie VEGF/VEGFR comme biomarqueurs 
potentiels. Dans les cancers colorectaux, une analyse immunohistochimique dans les cellules 
tumorales et endothéliales du VEGF-A, des NRPs, et de l’EGFR n’a pas retrouvé de 
corrélation entre leur niveau d’expression et la réponse au BVZ (Custodio et al., 2013). A 
l’inverse, dans les cancers colorectaux métastatiques, une étude australienne a montré une 
association entre de bas niveaux d’expression du VEGFR1 et une meilleure survie en réponse 
au BVZ (étude AGITG MAX, Price et al., 2011). De plus, dans les cancers colorectaux 
métastatiques, les patients présentant un ratio VEGF165b :VEGF165 en dessous de la médiane 
lorsque traités avec une combinaison FOLFOX+BVZ, comparativement à ceux traité au 
FOLFOX seul, présentent une meilleure réponse au BVZ. Ces résultats suggèrent qu’un ratio 
VEGF165b :VEGF165 bas pourrait constituer un marqueur de réponse au BVZ dans les cancers 
colorectaux (Bates et al., 2012) . Dans une série de 700 patients porteurs de cancers 
gastriques, de faibles niveaux intra-tumoraux de NRP1 ont été associés à une meilleure survie 
des patients traités par BVZ (Van Cutsem et al., 2012), faisant de la NRP1 un marqueur de 
réponse prometteur. Enfin, de nombreuses études se sont penchées sur l’impact des 
polymorphismes génétiques touchant par exemple VEGF-A, VEGFR1 ou VEGFR2 dans la 
réponse aux thérapies anti-angiogéniques (Lambrechts et al., 2013). Dans les cancers du sein, 
des polymorphismes du VEGF-A ont été associés à une augmentation de la survie globale de 
patientes traitées par association BVZ/paclitaxel (Jalal et al., 2010).  
 
III.4.3. Un modèle pour sélectionner les patients à traiter 
En rassemblant les données concernant les marqueurs de réponse identifiés dans les différents 
essais cliniques, un modèle permettant de prédire la réponse des patients a été proposé par 
Lambrechts et collaborateurs. Dans ce modèle, les patients les plus susceptibles de répondre 
aux thérapies anti-angiogéniques (figure 26) seraient ceux  qui possèdent : (1) une expression 
élevée de l’isoforme courte VEGF121, à l’origine d’une structure désorganisée des vaisseaux 
tumoraux avec un diamètre très irrégulier, de nombreuses fuites et dépourvus d’une couche de 
péricytes ; ces vaisseaux seraient donc plus sensibles au BVZ ; (2) de bas niveaux de 
VEGFR1 qui pourraient prévenir l’activation du VEGFR1 par le PlGF et/ou la trans-
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phosphorylation du VEGFR2 à l’origine du processus d’angiogenèse et/ou du recrutement de 
cellules inflammatoires par la tumeur ; (3) un faible taux plasmatique de sVEGFR1 
empêchant la compétition entre sVEGFR1 et BVZ pour la liaison au VEGF-A ; (4) une faible 
expression intra-tumorale de NRP1 puisque des effets synergiques de la combinaison BVZ et 
anticorps anti-NRP1 ont été observés et que la NRP1 est impliquée dans l’apparition de 
cellules souches cancéreuses. A l’inverse, les patients résistants aux thérapies anti-
angiogéniques seraient ceux possédant : (1) de hauts niveaux d’expression des isoformes 
VEGF165 et/ou VEGF189 témoignant de vaisseaux plus mâtures, moins chaotiques et mieux 
perfusés ; (2) de hauts niveaux plasmatiques de sVEGFR1 compétant avec le BVZ ; (3) de 
hauts niveaux de VEGFR1 intra-tumoraux à l’origine d’une augmentation de la survie des 
cellules tumorales ; (4) de hauts niveaux de NRP1 intra-tumoraux ; (5) une infiltration 
importante du micro-environnement tumoral par des macrophages, des fibroblastes et/ou des 
cellules myéloïdes sécrétant de nombreuses molécules pro-angiogéniques telles que 
l'interleukine-8 (IL-8), le bFGF, le PDGF-BB, le PDGF-C, le VEGF-C et le VEGF-D 
(Lambrechts et al., 2013). 
Cette conception reste tout de même un modèle, car nombre de ces résultats sont encore à 
valider, et notamment la réalité de l’association de ces différents marqueurs dans les tumeurs 
humaines. Cependant, et de façon intéressante, ce modèle suggère que les variants d’épissage 
du VEGF-A pourraient servir de marqueurs de réponse aux thérapies anti-angiogéniques. Il 
renforce donc la nécessité d’étudier l’expression et le rôle de ces différents variants du VEGF-
A dans les tumeurs humaines en réponse ou non aux thérapies anti-angiogéniques. 
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Figure 26. L’expression des différents isoformes du VEGF-A et de leurs récepteurs en tant que 
biomarqueurs de réponse au BVZ. a. Caractéristiques d’une tumeur qui répond au BVZ. b. 
Caractéristiques d’une tumeur résistante au BVZ. (D’après Lambrechts et al., 2013)
147 
 
 
De la même façon l’hypothèse selon laquelle l’expression du VEGF-A serait capable 
d’affecter la réponse aux thérapies anti-EGFR est soutenue par les résultats in vivo et in vitro 
dans divers types tumoraux. Il a été montré que les cellules surexprimant le VEGF-A étaient 
résistantes aux anticorps ciblant l’EGFR  in vivo (Violoria-Petit at al., 2001). Ces mêmes 
résultats sont retrouvés dans les tumeurs du colon et de la prostate possèdant une résistance 
acquise au gefitinib ou au cetuximab et qui démontrent des niveaux plus élevés de VEGF-A 
(Bianco et al., 2008). De plus, des modèles de xénogreffes de CBnPCs ayant des résistances  
acquises à l’erlotinib démontrent des niveaux de VEGF-A plus élevés (Naumov et al., 2009). 
Ces études, bien que suggérant une implication du VEGF-A dans la résistance aux EGFR 
TKI, ne se sont pas intéressées aux variations des différents isoformes du VEGF-A. Il serait 
intéressant de rechercher les variations des niveaux des variants du VEGF-A dans ces mêmes 
modèles. Il faut noter que nos expériences n’ont montré aucune variation dans les niveaux 
d’expression et/ou de phosphorylation de l’EGFR suite au traitement par BVZ dans nos 
lignées d’adénocarcinomes pulmonaires présentant un EGFR sauvage. Il serait intéressant de 
le confirmer en utilisant un VEGFR TKI sur les mêmes lignées. Il serait aussi intéressant de 
tester l’effet du BVZ et/ou d’un VEGFR TKI sur des lignées présentant un EGFR muté. De 
manière intéressante, il semblerait que les intégrines β1 et β3 puissent aussi jouer un rôle dans 
la résistance aux thérapies ciblant EGFR. En effet, une étude récente a démontré que 
l’intégrine β1 serait impliquée dans la résistance aux EGFR TKIs via la promotion de l’EMT 
(Ju et Zhou, 2013). D’autre part, il a été montré qu’une activation de Src à travers l’intégrine 
αvβ3 augmente la résistance aux anti-IGF1R dans les cellules de CBnPCs (Shin et al., 2013). 
Cette étude suggère que la combinaison d’agents ciblant l’intégrine αvβ3 avec des anti-IGF1R 
pourrait rendre les cellules plus sensibles aux anti-IGF1R. Dans le contexte de ces études, il 
serait intéressant de rechercher une possible implication de la voie VEGF/VEGFR dans les 
résistances liées à une surexpression des intégrines β1 ou β3. 
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2EMHFWLIVGHVWUDYDX[GHWKqVH

/D SULVH HQ FKDUJH HQ FOLQLTXH GHV SDWLHQWV DWWHLQWV GH &%Q3&V V¶HVW QHWWHPHQW DPpOLRUpH
GHSXLVO¶DSSDULWLRQGHVWKpUDSLHVFLEOpHV/HVWKpUDSLHVDQWLDQJLRJpQLTXHVQRWDPPHQWRQWpWp
ODUJHPHQWSOpELVFLWpHVSRXUOHXUVHIIHWVVXUODIRUPDWLRQGXUpVHDXYDVFXODLUHHW OHXUWR[LFLWp
PRGpUpH /H %9= HVW OH FKHI GH ILOH GH FHV WKpUDSLHV ,O HVW XWLOLVp GDQV OH WUDLWHPHQW GH
SOXVLHXUVW\SHVGHWXPHXUVVROLGHVGRQWOHV&%Q3&VRLOHVWDVVRFLpjGHVFKLPLRWKpUDSLHVj
EDVHGHVHOVGHSODWLQHQRWDPPHQW&HSHQGDQWOHFRQVWDWFOLQLTXHHVWVDQVDSSHOFDUFHUWDLQV
SDWLHQWV UpSRQGHQW j FHV WUDLWHPHQW DORUV TXH G¶DXWUHV VHPEOHQW \ rWUH UpIUDFWDLUHV GqV OH
GpSDUW'HSOXV O¶H[SpULHQFHFOLQLTXHQRXVDPRQWUpTXHPrPHOHVSDWLHQWVTXLUpSRQGHQWj
FHVWUDLWHPHQWVILQLVVHQWLQpOXFWDEOHPHQWSDU\pFKDSSHU8QGHVREMHFWLIVJpQpUDOGHO¶pTXLSH
GDQV ODTXHOOH M¶DL HIIHFWXpPD WKqVH HVW GHPLHX[ FDUDFWpULVHU OHVPpFDQLVPHVPROpFXODLUHV
LPSOLTXpVGDQVODSURJUHVVLRQGHVWXPHXUVSXOPRQDLUHVDLQVLTXHG¶LGHQWLILHUGHVPDUTXHXUV
VXVFHSWLEOHV GH FRQGLWLRQQHU OD UpSRQVH GHV WXPHXUV SXOPRQDLUHV DX[ WKpUDSLHV FLEOpHV HW
QRWDPPHQWOHVWKpUDSLHVDQWLDQJLRJpQLTXHV'DQVFHFDGUHXQHSDUWLHGHO¶pTXLSHV¶LQWpUHVVH
DXU{OHGHO¶pSLVVDJHDOWHUQDWLIGHVWUDQVFULWVYLDQRWDPPHQWO¶DQDO\VHGHJqQHVFDQGLGDWVGRQW
O¶pSLVVDJHGLIIpUHQWLHOVHUDLWVXVFHSWLEOHGHPRGLILHU ODUpSRQVHDX[WKpUDSLHV/DGpFRXYHUWH
TXHO¶pSLVVDJHDOWHUQDWLIGX9(*)$GDQVOHVFHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVGRQQDLWQDLVVDQFHjGHX[
VRXVIDPLOOHV DX[ IRQFWLRQV GLVWLQFWHV OHV LVRIRUPHV SUR9(*)[[[ HW DQWL9(*)[[[E
DQJLRJpQLTXHV QRXV D SRXVVp j LQYHVWLJXHU OH U{OH GH FHV YDULDQWV G¶pSLVVDJH GX9(*)$
GDQVOHV&%Q3&V

(Q DFFRUG DYHF XQH GpUpJXODWLRQ GH FHUWDLQV IDFWHXUV UpJXODQW O¶pSLVVDJH DOWHUQDWLI GHV
WUDQVFULWV DX FRXUV GH OD FDUFLQRJHQqVH EURQFKRSXOPRQDLUH QRXV DYLRQV SUpFpGHPPHQW
PRQWUpDXODERUDWRLUHTXHOHVIDFWHXUVG¶pSLVVDJHGHODIDPLOOHGHVSURWpLQHV65OHVSURWpLQHV
656)HW656) VRQW VXUH[SULPpVGDQV OHV&%Q3&VFRPSDUDWLYHPHQW DX[ WLVVXVQRUPDX[
*RXWHWDO'DQVGLIIpUHQWVPRGqOHVFHOOXODLUHVGpULYpVGH&%Q3&VQRXVDYLRQVDXVVL
PRQWUp TXH OD SURWpLQH 656) UpJXOH O¶pSLVVDJH GX 9(*)$ HQ IDYHXU GHV LVRIRUPHV
9(*)[[[E 0HUG]KDQRYD HW DO  )LQDOHPHQW QRXV DYLRQV GpFULW O¶H[SUHVVLRQ GHV
UpFHSWHXUV9(*)5 HW9(*)5 HW GH OHXUV FRUpFHSWHXUV OHV153 HW  GDQV OHV WXPHXUV
SXOPRQDLUHVGHGLIIpUHQWVW\SHVKLVWRORJLTXHVLQFOXDQWOHVDGpQRFDUFLQRPHVHWOHVFDUFLQRPHV
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VTXDPHX[/DQWXpMRXOHWDO&HVGRQQpHVQRXVRQWPHQpjpPHWWUHO¶K\SRWKqVHVHORQ
ODTXHOOH O¶pSLVVDJH DOWHUQDWLI GX 9(*)$ SRXUUDLW rWUH DOWpUp GDQV OHV &%Q3&V HW SRXUUDLW
FRQWU{OHU OD SUROLIpUDWLRQ GHV FHOOXOHV WXPRUDOHV SXOPRQDLUHV YLD XQH ERXFOH DXWRFULQH
GpSHQGDQWHGX9(*)$'DQVFHFRQWH[WHQRXVDYRQVDXVVLpPLVO¶K\SRWKqVHVHORQODTXHOOH
OH WUDLWHPHQW SDU OHV WKpUDSLHV DQWLDQJLRJpQLTXHV HW QRWDPPHQW OH %9= Q¶DIIHFWHUDLW SDV
VHXOHPHQWOHVFHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVPDLVDXVVLOHVFHOOXOHVWXPRUDOHV

6XUODEDVHGHFHVK\SRWKqVHVGHWUDYDLOO¶REMHFWLIGHPDWKqVHDGRQFpWpG¶LQYHVWLJXHUOHU{OH
GHVYDULDQWVG¶pSLVVDJHGX9(*)$OHVLVRIRUPHV9(*)HW9(*)EGDQVOHV&%Q3&V
'DQVFHFRQWH[WHPHVREMHFWLIVSOXVVSpFLILTXHVRQWpWpG¶DQDO\VHU©LQVLWXªOHVWDWXWGHV
LVRIRUPHV9(*)HW9(*)EGDQVOHV&%Q3&VHWGHFRUUpOHUFHVWDWXWDYHFOHVSDUDPqWUHV
FOLQLFRSDWKRORJLTXHVOHU{OHGHFHVLVRIRUPHVGDQVOHFRQWU{OHG¶XQHERXFOHDXWRFULQHVXU
OHV FHOOXOHV WXPRUDOHV GpULYpHV GH &%Q3&V  O¶HIIHW GHV WKpUDSLHV DQWLDQJLRJpQLTXHV HW
QRWDPPHQW GX %HYDFL]XPDE VXU OH UDWLR GH FHV LVRIRUPHV HW OHV FRQVpTXHQFHV G¶XQH
PRGXODWLRQ GH OD ERXFOH DXWRFULQH GpSHQGDQWH GH FHV LVRIRUPHV SDU OHV WKpUDSLHV DQWL
DQJLRJpQLTXHV

1RVSUHPLHUVUpVXOWDWVRQWSHUPLVGHPRQWUHUTXH O¶LVRIRUPH9(*)EPDLVSDV O¶LVRIRUPH
9(*)V¶DFFXPXOHHQUpSRQVHDX[WKpUDSLHVDQWLDQJLRJpQLTXHVHWDFWLYHXQHVLJQDOLVDWLRQ
DXWRFULQH GpSHQGDQWH GHV UpFHSWHXUV 9(*)5 HW 9(*)5 j WUDYHUV ODTXHOOH HOOH LQGXLW OD
SUROLIpUDWLRQ OD PLJUDWLRQ HW OD UpVLVWDQFH DX[ WKpUDSLHV GH FHOOXOHV GpULYpHV
G¶DGpQRFDUFLQRPHVSXOPRQDLUHV(QDFFRUGDYHFXQU{OHGHFHWWHLVRIRUPHGDQVODSURJUHVVLRQ
WXPRUDOHGHV&%Q3&VQRXVDYRQVPRQWUp©LQVLWXªXQHDVVRFLDWLRQHQWUHGHVQLYHDX[LQWUD
WXPRUDX[ pOHYpV GH 9(*)E O¶HQYDKLVVHPHQW JDQJOLRQQDLUH HW OD SKRVSKRU\ODWLRQ GX
UpFHSWHXU9(*)5$O¶LQYHUVHQRVUpVXOWDWVRQWUpYpOpXQHIRQFWLRQLQDWWHQGXHGX9(*)
HQWDQWTXHIDFWHXUSURDSRSWRWLTXHGDQVQRVPRGqOHVFHOOXODLUHV/¶HQVHPEOHGHFHVGRQQpHV
IDLW O¶REMHW GH O¶DUWLFOH  GH OD SDUWLH 5pVXOWDWV &HW DUWLFOH HVW DFWXHOOHPHQW HQ FRXUV GH
ILQDOLVDWLRQ

&RQWUDLUHPHQWjFHTXLpWDLWGpFULWGDQVOHVFHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVGDQVOHVTXHOOHVOH9(*)E
VLJQDOLVHPDLVGH IDoRQ WUDQVLWRLUH HW LQHIILFDFHQRV UpVXOWDWVRQWPRQWUpTX¶LO pWDLW FDSDEOH
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G¶LQGXLUH XQH SKRVSKRU\ODWLRQ SURORQJpH GHV UpFHSWHXUV 9(*)5 HW 9(*)5 GDQV QRV
PRGqOHV FHOOXODLUHV ,O D pWp UDSSRUWp TXH O¶pFKHF GX 9(*)E j LQGXLUH XQ VLJQDO
DQJLRJpQLTXHVHUDLWGDXIDLWTXHFHWLVRIRUPHQHOLHSDVOHV153V'DQVXQHVHFRQGHpWXGH
QRXVQRXV VRPPHVGRQF LQWpUHVVpV DX[PpFDQLVPHVPROpFXODLUHV SDU OHVTXHOV OH9(*)E
VLJQDOLVHGDQVOHVFHOOXOHVWXPRUDOHV1RWDPPHQWQRXVQRXVVRPPHLQWHUURJpVVXUOHIDLWTXH
OH 9(*)E SXLVVH LQGXLUH XQH VLJQDOLVDWLRQ VXIILVDPPHQW IRUWH HQ DFWLYDQW G¶DXWUHV
PROpFXOHV PHPEUDQDLUHV 1RV UpVXOWDWV LGHQWLILHQW O¶LQWpJULQH EHWD  FRPPH XQH QRXYHOOH
FLEOHGHO¶LVRIRUPH9(*)ESDUODTXHOOHLODFWLYHXQHYRLHGHVLJQDOLVDWLRQFRQGXLVDQWjOD
SRO\PpULVDWLRQ GH O¶DFWLQH VRXV OD IRUPH GH ILEUHV GH VWUHVV 'H IDoRQ LPSRUWDQWH QRXV
PHWWRQVHQpYLGHQFHTXHOHWUDLWHPHQWGHVFHOOXOHVWXPRUDOHVSXOPRQDLUHVSDUOH%9=LQGXLWOD
IRUPDWLRQGHFHVILEUHVGHVWUHVVSDUXQPpFDQLVPHGpSHQGDQWGX9(*)EHWGHO¶LQWpJULQH
EHWDPDLVDXVVLGHO¶LQWpJULQHȕ/¶HQVHPEOHGHFHVGRQQpHVIDLWO¶REMHWGHO¶DUWLFOHGHOD
SDUWLH5pVXOWDWV&HWDUWLFOHHVWDFWXHOOHPHQWHQSUpSDUDWLRQ
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5(68/7$76
$UWLFOH

3UHP51$ DOWHUQDWLYH VSOLFLQJ FRQWUROV9(*)$ DXWRFULQH IXQFWLRQV DQG
UHVSRQVHWR%HYDFL]XPDELQ1RQ6PDOO&HOO/XQJ&DUFLQRPD
$VPD%RXGULD6WHSKDQLH*RXW0LFKHOOH.HUDPLGDV6WHIDQLD'HUPHQGMLHYD-HDQ/XF&ROO
6\OYLH/DQWXHMRXO(OLVDEHWK%UDPELOOD6\OYLH*D]]HULDQG%HDWULFH(\PLQ

,16(508(TXLSH%DVHV0ROpFXODLUHVGHOD3URJUHVVLRQGHV&DQFHUVGX3RXPRQ
*UHQREOH)UDQFH
8QLYHUVLWp-RVHSK)RXULHU,QVWLWXW$OEHUW%RQQLRW*UHQREOH)UDQFH
,16(508(TXLSH&LEOHV7KpUDSHXWLTXHVHW'LDJQRVWLTXHVHW9HFWRULVDWLRQGH
'URJXHVGDQVOH&DQFHUGX3RXPRQ*UHQREOH)UDQFH

:RUGFRXQWRIWKHPDQXVFULSW

5XQQLQJWLWOH9(*)EDQGWXPRUSURJUHVVLRQ

&RUUHVSRQGLQJDXWKRUV
'U%HDWULFH(\PLQ'U6\OYLH*D]]HUL
,16(508(TXLSH
,QVWLWXW$OEHUW%RQQLRW%3
*UHQREOH&HGH[)5$1&(
7HO)D[
HPDLO%HDWULFH(\PLQ#XMIJUHQREOHIU6\OYLH*D]]HUL#XMIJUHQREOHIU
7RZKRPUHTXHVWVIRUUHSULQWVVKRXOGEHDGGUHVVHG
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&RQWH[WHVFLHQWLILTXHHWREMHFWLIVGHO¶pWXGH

/H9(*)$HVWO¶XQGHVIDFWHXUVOHVSOXVLPSRUWDQWVGDQVODUpJXODWLRQGHODQpRDQJLRJpQqVH
WXPRUDOH/H U{OHTXH MRXHFH IDFWHXUGDQV ODSURPRWLRQGH OD VXUYLHHWGH ODPLJUDWLRQGHV
FHOOXOHV HQGRWKpOLDOHV HQ D IDLW XQH FLEOHGH FKRL[SRXU OHGpYHORSSHPHQWGH WKpUDSLHVDQWL
DQJLRJpQLTXHV/H%HYDFL]XPDE%9=XQDQWLFRUSVPRQRFORQDOKXPDQLVpTXLOLHOH9(*)
HW HPSrFKH VRQ LQWHUDFWLRQ DYHF VHV UpFHSWHXUV HVW DFWXHOOHPHQW XWLOLVp HQ WUDLWHPHQW GH
SUHPLqUH OLJQH GHV &%Q3&V HQ FRPELQDLVRQ DYHF FHUWDLQV DJHQWV FKLPLRWKpUDSHXWLTXHV
&HSHQGDQWOHVEpQpILFHVVXUODVXUYLHJOREDOHREVHUYpVDSUqVWUDLWHPHQWDX%9=UHVWHQWWUqV
PRGHVWHV3DUDLOOHXUVFHUWDLQVSDWLHQWVWUDLWpVDX%9=VHPEOHQW\rWUHG¶HPEOpHUpIUDFWDLUHV
DORUVTXHG¶DXWUHVUpSRQGHQWjFHWUDLWHPHQWPDLVILQLVVHQWLQH[RUDEOHPHQWSDUGpYHORSSHUGHV
UpVLVWDQFHV$XFXQ ELRPDUTXHXU SUpGLFWLI GH UpSRQVH DX%9=Q¶D pWp LGHQWLILp j FH MRXU ,O
DSSDUDLW TX¶HQ SOXV GH VHV IRQFWLRQV SDUDFULQHV VXU OHV FHOOXOHV HQGRWKpOLDOHV OH 9(*)$
H[HUFHDXVVLXQHIRQFWLRQDXWRFULQHGDQVGLIIpUHQWVW\SHVGHFDQFHUVH[SULPDQWOHVUpFHSWHXUV
GX 9(*) 9(*)5V HWRX OHXUV FRUpFHSWHXUV QHXURSLOLQHV 153V &HSHQGDQW O¶HIIHW GX
9(*)$VHPEOHrWUHSOXVFRPSOH[HTXHFHTXHO¶RQSHQVDLWFDUFHWWHDFWLRQDXWRFULQHQHVH
OLPLWH SDV j OD SURPRWLRQ GH OD VXUYLH GH OD PLJUDWLRQ HWRX GH O¶LQYDVLRQ GHV FHOOXOHV
WXPRUDOHV(QHIIHWFHUWDLQHVpWXGHVRQWSXGpPRQWUHUXQHIIHWDQWLWXPRUDOGX9(*)$,OHVW
ELHQpWDEOLTXHO¶pSLVVDJHDOWHUQDWLIGHVH[RQVFRQVWLWXDQWOHSUp$51PGX9(*)$GRQQH
QDLVVDQFH j XQH IDPLOOH G¶LVRIRUPHV GH WDLOOHV YDULDEOHV QRPPpHV 9(*)[[[ OH [[[
UHSUpVHQWDQW OH QRPEUH G¶DFLGHV DPLQpV SUpVHQWV GDQV OHXU VpTXHQFH G¶DFLGH DPLQpV
5pFHPPHQWXQHQRXYHOOH IDPLOOHG¶LVRIRUPHV UpVXOWDQWGH ODVpOHFWLRQG¶XQVLWHG¶pSLVVDJH
GLVWDODXQLYHDXGHO¶H[RQDpWpGpFULWH&HVLVRIRUPHVDSSHOpV9(*)[[[EVRQWUHWURXYpHV
GDQV SOXVLHXUV WLVVXV VDLQV GDQV OH SODVPD HW GDQV OHV WLVVXV WXPRUDX[ DYHF GHV QLYHDX[
G¶H[SUHVVLRQYDULDEOHV&HVGHX[ IDPLOOHV G¶LVRIRUPHVSRVVqGHQW GHV HIIHWV DQWDJRQLVWHV VXU
OHV FHOOXOHV HQGRWKpOLDOHV OHV 9(*)[[[ pWDQW SURDQJLRJpQLTXHV DORUV TXH OHV 9(*)[[[E
VHUDLHQWDQWLDQJLRJpQLTXHV/¶pWXGHGXU{OHSDUDFULQHGHV LVRIRUPHV9(*)[[[ED UpYpOpGHV
HIIHWV GDQV O¶LQKLELWLRQ GH OD QpRDQJLRJpQqVH OD FURLVVDQFH WXPRUDOH HW OD UpSRQVH DX[
WKpUDSLHV DQWLDQJLRJpQLTXHV (Q FRQWUH SDUWLH WUqV SHX GH WUDYDX[ VH VRQW LQWpUHVVpV DX[
IRQFWLRQVDXWRFULQHVGHFHVLVRIRUPHVGDQVOHVWXPHXUV'DQVFHFRQWH[WHO¶REMHFWLISULQFLSDO
GH QRWUH pWXGH pWDLW GH GpWHUPLQHU OH VWDWXW G¶H[SUHVVLRQ HW OHV IRQFWLRQV ELRORJLTXHV GHV
LVRIRUPHV9(*)HW9(*)EGDQV OHV WXPHXUVSULPDLUHVHWGDQVGHVPRGqOHVFHOOXODLUHV
GH&%Q3&
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5pVXOWDWV

 'H KDXWV QLYHDX[ LQWUDWXPRUDX[ GH9(*)E VRQW DVVRFLpV j XQ HQYDKLVVHPHQW
JDQJOLRQQDLUHGDQVOHV&%Q3&V
8QHDQDO\VH©LQVLWXªGHVQLYHDX[G¶H[SUHVVLRQGH O¶LVRIRUPH9(*)EHWGX9(*)WRWDO D
pWpUpDOLVpHGDQVXQHVpULHGHWXPHXUVGHSDWLHQWVDWWHLQWVGH&%Q3&VQ¶D\DQWSDVpWpWUDLWpVHW
GDQV GHV WLVVXV SXOPRQDLUHV VDLQV /HV UpVXOWDWV REWHQXV PRQWUHQW SHX GH YDULDWLRQV GHV
QLYHDX[ G¶H[SUHVVLRQ GX9(*)E GDQV OHV WLVVXV SXOPRQDLUHV VDLQV$ O¶LQYHUVH GDQV OHV
DGpQRFDUFLQRPHV HW OHV FDUFLQRPHVSXOPRQDLUHV VTXDPHX[ OHV QLYHDX[G¶H[SUHVVLRQGH FHW
LVRIRUPHVRQWWUqVKpWpURJqQHVFHUWDLQVSDWLHQWVSUpVHQWDQWGHKDXWVQLYHDX[GH9(*)EHW
G¶DXWUHV GH EDV QLYHDX[ $XFXQH FRUUpODWLRQ HQWUH O¶H[SUHVVLRQ GX 9(*)E HW FHOOH GX
9(*)WRWDO Q¶HVW UHWURXYpHGDQVQRWUH VpULH$ O¶LQYHUVHGHV VFRUHVpOHYpVGH9(*)EVRQW
FRUUpOpVjXQHQYDKLVVHPHQWJDQJOLRQQDLUH&HWWHDQDO\VHGpPRQWUHGHVQLYHDX[G¶H[SUHVVLRQ
GLIIpUHQWLHOV GX 9(*)E GDQV OHV &%Q3&V HW VXJJqUH XQ U{OH GH FHW LVRIRUPH GDQV OD
SURJUHVVLRQGHV&%Q3&V

/H9(*)E LQGXLW XQH DXJPHQWDWLRQGH O¶DJUHVVLYLWpGHV&%Q3&Vj
WUDYHUVXQHERXFOHDXWRFULQHGHVLJQDOLVDWLRQ
$ILQG¶pYDOXHUODFRQWULEXWLRQG¶XQHVLJQDOLVDWLRQDXWRFULQHGpSHQGDQWHGX9(*)EGDQVOHV
FHOOXOHV GH&%Q3&V QRXV DYRQV JpQpUp GHV FORQHV VWDEOHV VXUH[SULPDQW FHW LVRIRUPH1RV
UpVXOWDWVPRQWUHQW TXH OH9(*)E VXUH[SULPp LQGXLW XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ
GDQVFHVFHOOXOHVFRPSDUDWLYHPHQWDXFRQWU{OH,OHQHVWGHPrPHORUVTXHGHVFHOOXOHVQDwYHV
VRQW FXOWLYpHV HQ SUpVHQFH GHPLOLHX GH FXOWXUH SURYHQDQW GH FHV FORQHV1RXV DYRQV DXVVL
PRQWUp TXH FHV FORQHV VXUH[SULPDQW OH9(*)E DYDLHQW XQ SRWHQWLHOPLJUDWRLUH HW LQYDVLI
SOXV LPSRUWDQW VpFUqWDLHQW SOXV GH PHWDOORSURWpDVHV DFWLYHV HW pWDLHQW SOXV UpVLVWDQWV j
O¶DSRSWRVH FKLPLRLQGXLWH HW j O¶K\SR[LH &HV GRQQpHV GpPRQWUHQW XQ HIIHW DXWRFULQH GX
9(*)E TXL IDYRULVHUDLW O¶DSSDULWLRQ G¶XQ SKpQRW\SH SOXV LQYDVLI GDQV OHV FHOOXOHV GH
&%Q3&V


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$XFRXUVGHQRVH[SpULPHQWDWLRQVWRXWHVQRVWHQWDWLYHVSRXUJpQpUHUGHVFORQHVVXUH[SULPDQW
O¶LVRIRUPH 9(*) VH VRQW VROGpHV SDU XQ pFKHF $ILQ GH FRPSUHQGUH O¶LPSDFW GH OD
PRGXODWLRQ GX UDWLR GH FHV LVRIRUPHV VXU OHV FHOOXOHV GH &%Q3&V HW FRQVLGpUDQW TX¶LOV
H[HUFHQWGHVHIIHWVDQWDJRQLVWHVVXU OHVFHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVQRXVDYRQV WUDLWpQRVFHOOXOHV
DYHF GHV OLJDQGV UHFRPELQDQWV UK9(*) RX UK9(*)E 1RV UpVXOWDWV PRQWUHQW TXH OHV
FHOOXOHV WUDLWpHV DX UK9(*)E RQW XQH FURLVVDQFH SOXV LPSRUWDQWH FRPSDUDWLYHPHQW DX[
FHOOXOHVFRQWU{OH$O¶LQYHUVHHWGHPDQLqUHVXUSUHQDQWHQRVUpVXOWDWVUpYqOHQWXQHIIHWSUR
DSRSWRWLTXHGX9(*)GDQVQRVPRGqOHVFHOOXODLUHV'HSOXVOHUK9(*)ESRXUWDQWGpFULW
FRPPHXQIDLEOHDFWLYDWHXUGHV9(*)5VGDQVOHVFHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVHWXQDQWDJRQLVWHGH
O¶DQJLRJHQqVH LQGXLW XQH DFFXPXODWLRQ GHV UpFHSWHXUV 9(*)5 HW 9(*)5 VRXV IRUPH
SKRVSKRU\OpH DLQVL TX¶XQH DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GHV QHXURSLOLQHV  HW  GDQV QRV
PRGqOHV FHOOXODLUHV&HWWH DFWLYDWLRQ GHV UpFHSWHXUV9(*)5 HW9(*)5 HVW DFFRPSDJQpH
SDUXQHDFFXPXODWLRQGH3(5.HWGH3S0$3./¶H[SUHVVLRQGHFHUWDLQVPDUTXHXUV
G¶(07 DSUqV WUDLWHPHQW DX 9(*)E FRQILUPH HQFRUH XQH IRLV OH FDUDFWqUH DJUHVVLI TXH
FRQIqUH FHWWH VLJQDOLVDWLRQ DXWRFULQH GpSHQGDQWH GX 9(*)E DX[ FHOOXOHV GH &%Q3& (Q
DFFRUG DYHF FHV GRQQpHV O¶DQDO\VH LPPXQRKLVWRFKLPLTXH GH WXPHXUV LVVXHV GH SDWLHQWV
DWWHLQWVGH&%Q3&VHWQ¶D\DQWSDVpWpWUDLWpVPRQWUHXQHFRUUpODWLRQHQWUHGHKDXWVQLYHDX[GH
9(*)E HW GH KDXWV QLYHDX[ GH 39(*)57\U  G¶XQH SDUW HW G¶DXWUH SDUW XQH
DVVRFLDWLRQ VLJQLILFDWLYH HQWUH GH KDXWV QLYHDX[ GH 9(*)E HW XQH H[SUHVVLRQ DFFUXH GH
153 /¶DVVRFLDWLRQ HQWUH OHV QLYHDX[ GH 9(*)E HW GH FHX[ GH OD 153 pWDQW PRLQV
VLJQLILFDWLYHGDQVFHVWXPHXUV

 /H %HYDFL]XPDE SUpYLHQW O¶DSRSWRVH LQGXLWH SDU OHV VHOV GH SODWLQH j
WUDYHUVXQHDXJPHQWDWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGX9(*)E
'H IDoRQ LPSRUWDQWH QRXV PRQWURQV TXH OH WUDLWHPHQW SDU OH %9= DXVVL ELHQ TXH SDU OH
68 LQGXLW XQH DFFXPXODWLRQ GX 9(*)E GDQV OHV FHOOXOHV GH &%Q3&V 8Q HIIHW
VLPLODLUH VXU O¶H[SUHVVLRQ GX 9(*)E HVW REVHUYp DSUqV WUDLWHPHQW DX FLVSODWLQH HW HVW
DVVRFLp j XQH GLPLQXWLRQ GX QLYHDX GH 9(*)WRWDO &HWWH DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GX
9(*)E HVW SOXV LPSRUWDQWH ORUVTXH OH %9= HW OH FLVSODWLQH VRQW FRPELQpV 3DU DLOOHXUV
QRXVPRQWURQVTXHODPRGLILFDWLRQGXUDWLR9(*)E9(*)WRWDOHQIDYHXUGX9(*)EVRLW
DSUqV WUDLWHPHQW DX %9= VRLW GDQV OHV FORQHV VXUH[SULPDQW FHWWH LVRIRUPH LQGXLW XQH
UpVLVWDQFHjO¶DSRSWRVHFKLPLRLQGXLWH/DQHXWUDOLVDWLRQGX9(*)ESDU$51LQWHUIpUHQFH
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SUpYLHQW G¶XQH SDUW O¶DXJPHQWDWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ LQGXLWH SDU %9= HW G¶DXWUH SDUW
VHQVLELOLVHOHVFHOOXOHVGH&%Q3&VjO¶DSRSWRVHLQGXLWHSDUOHFLVSODWLQH&HODLQGLTXHTX¶XQH
DXJPHQWDWLRQ GHV QLYHDX[ GH 9(*)E HQ UpSRQVH DX[ DJHQWV DQWLDQJLRJpQLTXHV HW
FKLPLRWKpUDSHXWLTXHV SRXUUDLW SDUWLFLSHU j O¶pFKDSSHPHQW GHV WXPHXUV j O¶DSRSWRVH 1RV
UpVXOWDWV LQGLTXHQW DXVVL TXH OH WUDLWHPHQW SDU %9= LQGXLW XQH VLJQDOLVDWLRQ DXWRFULQH
FRQWU{OpH SDU OH 9(*)E HW GpSHQGDQWH GH O¶DFWLYDWLRQ GH VHV UpFHSWHXUV TXL UpVXOWH HQ
O¶DSSDULWLRQ GH PDUTXHXUV G¶(07 HW XQH VpFUpWLRQ SOXV LPSRUWDQWH GH PpWDOORSURWpDVHV
DFWLYHV

 /D VLJQDOLVDWLRQ DXWRFULQH LQGXLWH SDU OH 9(*)E FRQWU{OH OD
FURLVVDQFHGHV&%Q3&V
)LQDOHPHQW QRXV DYRQV HVVD\p GH YDOLGHU ©LQ YLYRª FHUWDLQV GH QRV UpVXOWDWV REWHQXV ©LQ
YLWURª 1RXV DYRQV GDQV XQ SUHPLHU WHPSV JpQpUp GHV [pQRJUHIIHV GpULYpHV GH &%Q3&V
VXUH[SULPDQWOHIDFWHXUG¶pSLVVDJH656)&HWWHSURWpLQHIDYRULVHO¶H[SUHVVLRQGHVLVRIRUPHV
9(*)[[[EDXGpWULPHQWGHVDXWUHVYDULDQWVG¶pSLVVDJHGDQVOHVFHOOXOHVpSLWKpOLDOHVQRUPDOHV
5HQQHOHWDO1RXVDYRQVFRQILUPpGDQVQRWUHPRGqOHFHOOXODLUHTXHODVXUH[SUHVVLRQ
GH656)DXJPHQWH O¶H[SUHVVLRQGX9(*)EFRPSDUDWLYHPHQWDX[FHOOXOHV FRQWU{OH&HV
FORQHVVWDEOHVVXUH[SULPDQWODSURWpLQH656)H[SULPDQWGHVQLYHDX[GH9(*)EVLPLODLUHV
jFHX[REVHUYpVDSUqVWUDLWHPHQWDX%9=QRXVRQWVHPEOprWUHXQPRGqOHSOXVSHUWLQHQWTXH
OHVFORQHV9(*)EGRQW O¶H[SUHVVLRQGHFHWWH LVRIRUPHHVWHQYLURQ IRLV VXSpULHXUHDX[
WDX[ SK\VLRORJLTXHV1RV UpVXOWDWVPRQWUHQW TXH OHV [pQRJUHIIHV VXUH[SULPDQW 656) HW OH
9(*)E RQW XQH FURLVVDQFH SOXV UDSLGH FRPSDUDWLYHPHQW DX FRQWU{OH &HWWH FURLVVDQFH
DFFpOpUpH QH VHPEOH SDV GpSHQGUH GH OD GHQVLWp YDVFXODLUH SXLVTXH DXFXQH YDULDWLRQ
VLJQLILFDWLYHQ¶DpWpREVHUYpHDSUqVPDUTXDJHDX&'HWa60$HQWUHOHVGHX[JURXSHV

/D VXUH[SUHVVLRQ G¶XQ IDFWHXU G¶pSLVVDJH FRPPH 656) SRXYDQW DIIHFWHU O¶H[SUHVVLRQ
G¶DXWUHVIDFWHXUVLQIOXDQWVXUOHGpYHORSSHPHQWWXPRUDOQRXVDYRQVSURFpGpDXWUHPHQWFHWWH
IRLVFLHQWUDLWDQWRXQRQGHV[pQRJUHIIHVGpULYpHVG¶XQDGpQRFDUFLQRPHSXOPRQDLUHDX%9=
FRPELQpRXQRQjXQ$51LQWHUIpUHQWFLEODQWOH9(*)E1RXVPRQWURQVTXHOHVWXPHXUV
Q¶H[SULPDQWSOXVO¶LVRIRUPH9(*)ERQWXQHFURLVVDQFHSOXVOHQWHTXHOHVWXPHXUVFRQWU{OH
'DQV FHV PrPHV WXPHXUV XQH DQDO\VH LPPXQRKLVWRFKLPLTXH PRQWUH TXH O¶H[SUHVVLRQ GHV
112 
 
SURWpLQHV.,39(*)57\U9(*)5HW153HVWGLPLQXpHHQFRPSDUDLVRQDX[
WXPHXUV FRQWU{OH DORUV TX¶DXFXQH GLIIpUHQFH Q¶HVW REVHUYpH HQ WHUPH G¶DQJLRJHQqVH RX GH
PDWXUDWLRQGHVYDLVVHDX[VDQJXLQVDSUqVPDUTXDJH&'RXa60$&HVUpVXOWDWVVXJJqUHQW
TXHODGLPLQXWLRQGHVYROXPHVWXPRUDX[QHVHUDLWSDVGXHjXQHDOWpUDWLRQGHO¶DQJLRJHQqVH
PDLVjFHOOHGHO¶H[SUHVVLRQGX9(*)E'¶DXWUHSDUWQRVUpVXOWDWVPRQWUHQWTXHOH%9=Q¶D
SDVG¶HIIHW VLJQLILFDWLI VXU ODFURLVVDQFH WXPRUDOH&HSHQGDQW FHV WXPHXUV WUDLWpHVSDU%9=
PRQWUHQW GHV QLYHDX[ SOXV pOHYpV GH ., 39(*)5 7\U 9(*)5 153 HW
9(*)E DLQVL TXH GHV QLYHDX[ SOXV EDV GH (FDGKpULQH FRPSDUDWLYHPHQW DX[ WXPHXUV
FRQWU{OHV&HVHIIHWVREVHUYpVVXLWHDXWUDLWHPHQWSDU%9=VRQWSUpYHQXVORUVTXHFHWDJHQWHVW
FRPELQpDYHFXQ$51LFLEODQW OH9(*)E&HV UpVXOWDWVFRQILUPHQW OH U{OHGX9(*)E
GDQVODSURPRWLRQGHODFURLVVDQFHGHV&%Q3&©LQYLYRªjWUDYHUVO¶DFWLYDWLRQG¶XQHERXFOH
DXWRFULQH GH VLJQDOLVDWLRQ GpSHQGDQWH GHV 9(*)5V ,OV VXJJqUHQW DXVVL TXH OH %9= HVW
FDSDEOHG¶DFWLYHUFHWWHERXFOH

&RQFOXVLRQV
1RV UpVXOWDWV LGHQWLILHQW GHV SURILOV G¶H[SUHVVLRQ YDULDEOHV GX 9(*)E FKH] OHV SDWLHQWV
DWWHLQWVGH&%Q3&V1RVGRQQpHV©LQVLWXªPRQWUHQWTXHGHKDXWVQLYHDX[GHFHWWHLVRIRUPH
VRQW FRUUpOpV j XQ SRWHQWLHO LQYDVLI SOXV LPSRUWDQW &HV GRQQpHV VRQW HQ DFFRUG DYHF QRV
UpVXOWDWV©LQYLWURª HW©LQ YLYRªPRQWUDQWTXH OH%9=HQDVVRFLDWLRQRXQRQDX[ VHOVGH
SODWLQH DXJPHQWH O¶H[SUHVVLRQ GX 9(*)E HW TXH FH GHUQLHU HVW FDSDEOH G¶DFWLYHU XQH
ERXFOH GH VLJQDOLVDWLRQ DXWRFULQH GpSHQGDQWH GHV 9(*)59(*)59(*)E &HWWH
VLJQDOLVDWLRQ DXWRFULQH LQGXLW O¶DSSDULWLRQ G¶XQ SKpQRW\SH SOXV LQYDVLI GDQV OHV &%Q3&V
/¶DFFXPXODWLRQ GX9(*)E LQGXLWH SDU OH %9= IDYRULVH OD UpVLVWDQFH GH FHV WXPHXUV DX
%9= HW DX[ FKLPLRWKpUDSLHV $ WUDYHUV FHWWH pWXGH QRXV PRQWURQV TXH OD VLJQDOLVDWLRQ
DXWRFULQHGpSHQGDQWHGHO¶LVRIRUPH9(*)EHVWLPSOLTXpHGDQVODSURJUHVVLRQGHV&%Q3&V
HWOHXUpFKDSSHPHQWDXWUDLWHPHQWSDU%9=HWTXHFHWWHLVRIRUPHSRXUUDLWrWUHXQPDUTXHXU
GHUpSRQVHDX[WKpUDSLHVGDQVOHVDGpQRFDUFLQRPHVSXOPRQDLUHV



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Abstract
VEGF-A is the target of anti-angiogenic therapies including Bevacizumab. It is highly 
subjected to pre-mRNA alternative splicing that generates splice variants with both pro-
(VEGFxxx) and anti-(VEGFxxxb) angiogenic properties. Interestingly, recent studies 
highlighted VEGF-A isoforms as potential biomarkers of tumor response to Bevacizumab. 
Here, we show that Non Small Cell Lung Carcinoma (NSCLCs) exhibit a differential 
expression pattern of the VEGF165b splice variant, and demonstrate that high levels of 
VEGF165b correlate with lymph node metastases. At the molecular level, we identify an 
invasive VEGFR1/VEGFR2-controlled autocrine loop activated by VEGF165b while inhibited 
by VEGF165. Finally, we demonstrate in vitro and in vivo that bevacizumab combined or not 
with platinum salts specifically increases the expression of the VEGF165b protein, thereby 
selecting cells with a more agressive phenotype. Overall, we highlight the VEGF165b splice 
variant as a marker of progression and response to anti-angiogenic therapies in NSCLC, while 
unravel an unexpected anti-invasive function of the VEGF165 isoform.
Statement of significance
It is known since one decade that VEGF-A pre-mRNA alternative splicing generates splice 
isoforms with antagonist activities on endothelial cells. Here, we demonstrate that VEGF-A
pre-mRNA alternative splicing also controls VEGF-A autocrine functions on tumor cells in an 
opposite manner and more importantly is regulated by anti-angiogenic therapies. We provide 
a new molecular explanation for NSCLC escape from anti-angiogenic treatments. 
! $!
Introduction
Angiogenesis, the complex process by which new blood vessels arise from the pre-existing 
vasculature, contributes to several pathological processes such as cancer (1, 2). VEGF-A
(Vascular Endothelial Growth Factor-A) plays a crucial role in different aspects of tumor-
induced angiogenesis. It binds to its cognate tyrosine kinase receptors VEGFR-1 (Flt-1) or 
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) and their co-receptors neuropilin-1 and neuropilin-2, leading to the 
activation of downstream signaling pathways that control proliferation, survival and migration 
of endothelial cells (3, 4). To date, several anti-angiogenic therapies have been developped 
that inhibit VEGF-A or VEGFR tyrosine kinase activity. Bevacizumab, a humanized 
monoclonal antibody that binds VEGF-A and prevents its interaction with endothelial 
VEGFR-1/2, was the first used in clinics (5). Bevacizumab is currently approved in Europe 
and the US in combination with standard chemotherapy for the treatment of metastatic 
colorectal cancer and non-small-cell lung cancer (NSCLC) (6, 7). However, it only results in 
modest improvement in terms of overall survival. Until now, there is no predictive biomarker 
to select patients that will benefit from these therapies. 
It has become apparent that the function of VEGF-A is not restricted to angiogenesis and 
vascular permeability (8). Indeed, beside acting on endothelial cells through paracrine 
signaling, VEGF-A also impacts on tumor cells themselves that express VEGF receptors and 
neuropilins, including lung tumors (9). Although the VEGF-A-dependent autocrine loop is 
currently thought to mediate survival, proliferation or invasion of tumor cells (10, 11, 12, 13),
more recent studies highlighted another level of complexity regarding VEGF-A biology. As 
an example, VEGF-A was shown to prevent tumor cell invasion and mesenchymal transition 
in glioblastoma through a MET/VEGFR2 signaling pathway (14). In addition, in early 
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squamous lung carcinoma, the presence of high VEGF-A, VEGFR1 and VEGFR2 protein 
levels was associated with a better outcome without significant correlation with microvascular 
density (15). Therefore, VEGF-A appears to exert dual functions on tumor cells. 
It is known since two decades that VEGF-A exists as multiple isoforms generically referred to 
as VEGFxxx which result from the pre-mRNA alternative splicing of eight exons (16). To date, 
eight VEGFxxx isoforms have been described, which range in lenght from 111 to 206 amino 
acid residues (VEGF111-206). Very interestingly, it was recently shown that breast, gastric or 
pancreatic cancer patients expressing high plasma levels of short VEGF-A isoforms, the most 
diffusible ones, exhibit improved Progression Free Survival (PFS) and/or Overall Survival 
(OS) after Bevacizumab treatment (5, 17). These data highlight VEGF-A pre-mRNA splicing 
as a potential reservoir for predictive biomarkers to anti-angiogenic therapies. In 2002, a sister 
family of VEGF-A isoforms termed VEGFxxxb has been identified (18, 19). VEGFxxxb
isoforms are generated by the use of an alternative 3’ splice acceptor site in the final exon 8 of 
VEGF-A. This leads to the synthesis of proteins of the same length as the VEGFxxx isoforms, 
but with a distinct C-terminal domain (18). VEGF165b transcript and protein are widely 
expressed in most healthy human tissues and in nonangiogenic tissues (20, 21). At the 
molecular level, owing to the absence of the basic carboxy-terminal amino acids essential for 
neuropilin-1 binding, VEGF165b cannot trigger a strong and sustained activation of VEGFR2 
and inhibits the classical downstream signaling pathways (20, 22, 23). Therefore, VEGF165b
acts as an anti-angiogenic factor that inhibits tumor growth and is downregulated in various 
tumors (18, 20, 24, 25). Importantly, VEGF165b binds to and inhibits bevacizumab activity 
leading to escape of treated nude mice xenografts derived from human colorectal carcinoma 
(26). Moreover, metastatic colorectal cancer patients with a low VEGF165b:VEGFtotal tumor 
ratio displayed a better outcome when treated with the combination FOLFOX4 + 
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Bevacizumab compared with FOLFOX4 alone (27). Overall, these data indicate that 
VEGF165b could be a determinant of tumor response to anti-angiogenic therapies, at least in 
colorectal carcinoma. 
We previously demonstrated that overexpression of VEGF165b is associated with reduced 
angiogenesis in nude mice xenografts derived from lung adenocarcinoma cell lines (28). In 
this study, we further investigated the status and the biological functions of VEGF165b and 
VEGF165 splice variants in primary and cellular models of Non Small Cell lung Carcinoma 
(NSCLC). Unexpectedly, our data demonstrate that VEGF165b controls a VEGFR-dependent 
autocrine loop that is involved in NSCLC progression and response to Bevacizumab 
treatment. 
Results
NSCLC patients exhibit distinct pattern of VEGF165b protein expression
In order to investigate the status of VEGF165b in lung tumors, we first analyzed its expression 
in a series of 16 normal lung parenchyma and 74 NSCLCs, including 38 adenocarcinomas 
(ADC) and 36 squamous cell lung carcinomas (SCC). Immunohistochemistry was performed 
using a mouse monoclonal IgG1 antibody raised against the nine terminal amino acids of the 
VEGF165b sequence [ab14994; Abcam; (27)]. This antibody was previously shown to have 
specificity for the VEGF165b isoform over the VEGF165 and does not cross-react with 
VEGF165 or VEGF121 recombinant protein (20, 29). In parallel, the tumoral samples were 
immunostained for total VEGF-A expression (VEGF-Atotal) using a pan-VEGF-A antibody 
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that detects all VEGF-A isoforms (A20; Santa Cruz). In normal lung, cytoplasmic staining of 
VEGF-Atotal was depicted in bronchial basal cells and hyperplastic type II pneumonocytes as 
previously reported [score=50-200; mean score 100; (9, 15)]. Cytoplasmic staining of 
VEGF165b was also detected in normal bronchial basal cells (score=80-200; mean score 103; 
Supplementary Figure 1A). A VEGF165b:VEGF-Atotal ratio ranging from 0.5 to 1.5 was found 
in the majority of normal lung parenchyma (Supplementary Figure 1B). These results 
indicated that VEGF165b represents more than, or close to, half of total VEGF-A in normal 
lung, as it was previously observed in other non-tumoral tissues (29, 30). Compared to these 
normal lung tissues, NSCLCs displayed a more heterogeneous pattern of VEGF165b
expression. Hence, VEGF165b protein level was decreased in 26/74 (35%) or increased in 
11/74 (15%) NSCLCs without significant difference between ADC and SCC (Supplementary 
Table 1). In contrast and consistent with previous data (15), the level of VEGF-Atotal was 
higher in ADC (23/38, 60%) than in SCC (14/36, 39%) (p= 0.03; Supplementary Table 1). 
We did not find a significant correlation between the status of VEGF165b and VEGF-Atotal in 
NSCLC (Supplementary Table 2), indicating that VEGF165b staining does not mimic that of 
pan-VEGF-A, and conversely. Interestingly, a significant proportion of ADC (45%) 
expressed a low VEGF165b:VEGF-Atotal ratio (<0.5), while about 30% of SCC displayed a 
high ratio (>3; Figure 1C), thereby indicating that VEGF-A splice variants are differentially 
regulated in both histological subtypes. When looking for correlation(s) between VEGF165b
status and clinico-pathological parameters, we found a significant association between high 
scores of VEGF165b and the presence of lymph node metastases (pN+) (Figure 1D; p=0.0258). 
In contrast, no significant association was observed between VEGF-Atotal status and all 
clinico-pathological parameters (pT, pN, pM) in our series (data not shown). Taken together, 
these results provided the first evidence that the VEGF165b splice variant is differentially 
expressed in NSCLCs. Similar data were observed in various cellular models derived from 
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lung ADC or SCC (Supplementary Figure 2). Moreover, our results suggested that despite 
being an anti-angiogenic factor, VEGF165b could be associated with lung tumor progression.
VEGF165b overexpression induces a more agressive phenotype
To assess the molecular mechanisms by which the VEGF165b isoform could contribute to 
tumor progression in NSCLC, we generated stable clones overexpressing VEGF165b in two 
cellular models derived from lung adenocarcinoma, namely H358 and H1299 cells. We 
choose these cell lines as they express low amount of VEGF165b (Supplementary Figure 2) 
(28). Compared to control cells, VEGF165b was highly expressed in both intra-cellular extracts 
(Figure 2A) and culture supernatants (data not shown) of the selected clones. We noticed that 
cells overexpressing VEGF165b proliferate faster than their control counterparts (Figure 2B). 
Similar results were obtained when H358 or H1299 cells were cultured in conditioned 
medium derived from corresponding VEGF165b-overexpressing clones (Figure 2C). Taken 
together, these results indicated that VEGF165b stimulates the proliferation of NSCLC tumor 
cells. Then, we analyzed the impact of VEGF165b on cell migration and invasion. Using a 
wound healing assay, we demonstrated that H1299 cells overexpressing VEGF165b recover 
scratch faster than control cells (Figure 2D). Of note, H358 cells were not tested in this assay 
as they never reach confluence when grown in Petri dishes. However, in transwell assays, 
H358 cells overexpressing VEGF165b transmigrated more efficiently than control cells (Figure 
2E). Moreover, we provided evidence that H1299 cells overexpressing VEGF165b produce 
more pro-MMP9 and active MMP9 metalloproteinases (Figure 2F) and were more resistant to 
apoptosis when cultured in hypoxic conditions than H1299 control cells (data not shown). 
Overall, these results indicated that overexpression of VEGF165b induces a more agressive 
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phenotype in two ADC cell lines. Surprisingly, despite repetitive assays, we were not able to 
generate stables clones overexpressing VEGF165 in both cell lines.
rhVEGF165 and rhVEGF165b proteins exhibit distinct autocrine functions in NSCLC 
cells
As our clones exhibited a 30-fold increase in VEGF165b protein expression compared to 
control cells, we wanted to confirm the above results in a more physiological context. To do 
so, we treated H358 and H1299 cells with physiological dose of either rhVEGF165 or 
rhVEGF165b ligand. We showed that cells cultured in presence of rhVEGF165b proliferate 
faster compared to untreated or to rhVEGF165-treated cells (Figure 3A). Conversely, cells 
transfected with a siRNA targeting specifically the VEGF165b isoform grow slower than 
mismatch transfected cells (Figure 3B). Importantly, we noticed that cells treated with 
rhVEGF165 detached from the Petri dishes. Combined with our unability to generate stable 
clones overexpressing VEGF165, these observations strongly suggested that treatment with 
rhVEGF165 could be deleterious. Consistently and very unexpectedly, apoptosis was detected 
upon rhVEGF165 treatment of NSCLC cells (Figure 3C). Taken together, and reminiscent of 
their antagonistic functions on endothelial cells, these results indicated that VEGF165 and 
VEGF165b isoforms display distinct role in human NSCLC cells. 
Since NSCLC cell lines express VEGFR1, VEGFR2, NRP1 and NRP2 receptors, we 
postulated that VEGF165b and VEGF165 could control a VEGFR-dependent autocrine loop. It 
has been demonstrated that VEGF165b does not activate efficiently VEGFR receptors in 
endothelial cells owing to its unability to bind neuropilins. However, in H358 tumor cells, 
rhVEGF165b was able to trigger a persistent accumulation of both P-VEGFR1(Tyr1213) and 
P-VEGFR2(Tyr1214) proteins, that was associated with accumulation of P-ERK1/2 and P-
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p38MAPK (Figure 3D). In addition, neuropilin-1 (NRP1) and neuropilin-2 (NRP2) protein 
(Figure 3D) and mRNA (data not shown) levels significantly increased upon rhVEGF165b
treatment. Similar results as regard to VEGF165b-activating VEGFR and p38 MAPK were 
obtained in H1299 cells (Supplementary Figure 3A). Conversely and consistent with 
apoptosis occurrence (Figure 3C), rhVEGF165 strongly decreased VEGFR1- and VEGFR2-
activated signalling pathways in these cells (Figure 3D and Supplementary Figure 3A). This 
effect was specific of rhVEGF165 as neither rhVEGF121 nor rhVEGF189 ligand was able to 
induce apoptosis (data not shown). Importantly, sustained activation of both VEGFR1 and 
VEGFR2 receptors upon rhVEGF165b stimulation correlated with the accumulation of some 
markers of epithelial to mesenchymal transition, such as N-cadherin, SNAIL, vimentin and 
fibronectin (Figure 3E). These EMT features were not observed in rhVEGF165-treated cells. 
Overall, these results indicated that VEGF165b but not VEGF165 activates a VEGFR-dependent 
autocrine loop in NSCLC cells, leading to the appearance of cells with a more invasive 
phenotype. 
High levels of VEGF165b  correlate with high levels of P-VEGFR1(Tyr1213), NRP1 and 
NRP2 proteins in NSCLC
The above results prompted us to analyze the status of VEGFR1, P-VEGFR1(Tyr1213), 
VEGFR2, P-VEGFR2(Tyr1214), NRP1 and NRP2 proteins by IHC in our series of NSCLC 
(Supplementary Table 3) and to search for potential correlation with VEGF-Atotal and 
VEGF165b. Unfortunately, we were not able to assess the status of P-VEGFR2(Tyr1214) as 
the antibody did not give a specific immunostaining. We found significant associations 
between VEGF165b and P-VEGFR1(Tyr1213) (p=0.0061, Chi2 test) or VEGF165b and NRP2 
(p=0.0215, Chi2Test) protein levels (Table 1). These results were confirmed by using the 
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Spearman correlation (p=0.0041 and p=0.006 respectively; Supplementary Figure 4). In 
addition, although less significant, an association between VEGF165b and NRP1 scores was 
found (p=0.0128, Supplementary Figure 4C). In contrast, only a significant association 
between VEGF-Atotal and VEGFR2 scores was observed (p=0.0022 Spearman correlation; 
data not shown), which was consistent with recent published data (31). Taken together, these 
data revealed that high levels of VEGF165b correlate with the accumulation of P-
VEGFR1(Tyr1213), NRP2 and to a less extent of NRP1 proteins in NSCLC, which is in 
agreement with our in vitro data (Figure 3). 
Bevacizumab treatment used alone or in combination with chemotherapies increases 
VEGF165b protein expression that prevents cisplatin-induced apoptosis 
Having identified an invasive autocrine role of VEGF165b in NSCLCs, we then asked whether 
anti-angiogenic therapies might impact on this loop. We first focused on Bevacizumab (BVZ) 
which is used in clinic for treating lung adenocarcinoma patients and has been shown to bind 
both VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms. As shown in Figure 4A, treating cells with BVZ 
increased cellular proliferation. This effect was prevented by specific knock-down of 
VEGF165b using siRNA (Figure 4B). Importantly, treating cells with BVZ also induced a 
dose-dependent accumulation of VEGF165b protein level, as detected by ELISA in both intra-
cellular extracts and supernatants (Figure 4C) or by western blotting (data not shown). In 
contrast, intra-cellular amount of VEGF-Atotal decreased in BVZ-treated cells (Figure 4C). 
This effect was not restricted to BVZ as SU5416, a VEGFR tyrosine kinase inhibitor, also up-
regulated intra-cellular VEGF165b protein level (Figure 4D). Taken together, these data 
indicated that anti-angiogenic therapies increase the VEGF165b:VEGF-Atotal ratio. BVZ is 
currently used in combination with platinum salts. Importantly, we further provided evidence 
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that cisplatin increases the expression level of VEGF165b in ADC cell lines while decreases 
VEGF-Atotal expression (Figure 4E). More interestingly, VEGF165b protein expression was 
stronger increased in cells co-treated with cisplatin and BVZ compared to cells treated with a 
single agent (Figure 4E). Again, intra-cellular VEGF-Atotal protein level was found to 
decrease upon combined cisplatin/BVZ treatment (Figure 4E). Furthermore, specific 
neutralization of VEGF165b by using siRNA increased apoptosis occurrence in cisplatin-
treated cells (Figure 4F), suggesting that VEGF165b could act as an inhibitor of apoptosis. 
Consistently, cells overexpressing VEGF165b were more resistant to cisplatin-induced 
apoptosis (Supplementary Figure 5A) and the neutralization of VEGF165b by the use of a 
neutralizing anti-VEGF165b antibody increased cells sensitivity to cisplatin (Supplementary 
Figure 5B). Similar data were obtained when using SU5416. Cells overexpressing VEGF165b
were more resistant to SU5416-induced apoptosis (Supplementary Figure 5C) and 
supernatants from these cells also prevented apoptosis of control cells (Supplementary Figure 
5D). Overall, these results indicate that the upregulation of VEGF165b protein level in 
response to anti-angiogenic therapies used alone or in combination with chemotherapies could 
promote tumor cells escape from apoptosis. 
Bevacizumab triggers a more invasive phenotype in NSCLC cells through the regulation 
of VEGF165b
Based on the above data, we asked whether BVZ activates the VEGF165b-dependent autocrine 
loop in NSCLC cells. Treating H358 cells with increasing amount of BVZ increased P-
VEGFR1(Tyr1213), P-VEGFR2(Tyr1054/1059), P-VEGFR2(Tyr1214), NRP1, NRP2 and 
phospho-p38MAPK protein levels (Figure 5A). Of note, such accumulation also correlated 
with increased expression of both VEGFR1 and VEGFR2 mRNA levels in BVZ treated cells 
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(data not shown). Similar activation of VEGFR-signaling pathways was oserved in H1299 
cells (Supplementary Figure 6). More importantly, in both cellular models, the knock-down of 
VEGF165b by siRNA prevented such activation (Figure 5A and Supplementary Figure 6). 
Furthermore, cells treated with BVZ for a long period (one week) displayed epithelial to 
mesenchymal transition features, as detected by the acquisition of some EMT markers such as 
N-cadherin, vimentin, fibronectin and D-SMA proteins (Figure 5B). Although less 
pronounced after 3 days of BVZ treatment, the increase of some of these EMT markers in 
H1299 cells was partially prevented by the specific knock-down of VEGF165b (Figure 5C). 
Moreover, we observed an increased secretion of active MMP9 metalloprotease in the 
supernatants of BVZ-treated cells (Figure 5D). Overall, these data demonstrated that BVZ 
triggers a more invasive phenotype in NSCLC cell lines, through the activation of a 
VEGF165b-dependent autocrine loop.
VEGF165b-dependent autocrine loop controls growth of NSCLC xenografts in nude mice
Finally, we designed a set of in vivo experiments to validate our in vitro data. In order to 
confirm that VEGF165b is required for tumor growth, we first tested the consequences of 
VEGF165b overexpression. In normal epithelial cells, it has been shown that the splicing factor 
SRSF6 (former SRp55) controls the VEGFxxxb:VEGFxxx ratio in favor of the VEGFxxxb
isoforms (32). We generated stable clones derived from H358 cells stably overexpressing 
SRSF6 and confirmed the up- or down-regulation of VEGF165b and pan-VEGF, respectively 
(Figure 6A). In addition, HUVEC cells cultured in medium obtained from SRSF6-
overexpressing cells were unable to form tubes in matrigel as compared to cells cultured in 
medium from control cells, that was consistent with the anti-angiogenic properties of 
VEGF165b (Figure 6B). Of note, the expression level of VEGF165b in SRSF6 stable clones 
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(350 pg/mg protein) was well in the range we obtained following Bevacizumab treatment 
(Figure 4C). This observation explains why we used these clones rather than the H358-
VEGF165b cells that express supra-physiologic doses of VEGF165b (Figure 2A). Consistent 
with our in vitro data, we observed that xenografts from SRSF6-overexpressing cells grow 
faster and display higher molecular weight than control tumors (Figures 6C and 6D). This 
effect was not associated with variation in microvascular density, as CD31 or D-SMA 
endothelial stainings of neovessels were not significantly different (data not shown). 
Therefore, these data suggested that VEGF165b could promote tumor growth in xenografts 
from NSCLC cells. 
As SRSF6-overexpressing cells likely express growth factors other than VEGF165b, we set-up
a reverse experiment in order to specifically knock-down VEGF165b protein level by using 
siRNA. In addition, we assessed the effect of Bevacuzimab in this setting. To do this, H358 
cells were sub-cutaneously injected into nude mice and allowed to form tumors. When tumors 
reached around 30-40 mm3, mice were sub-divided in 4 groups that received either PBS + 
mismatch [mismatch] or PBS + VEGF165b [si165b] or BVZ + mismatch siRNA [BVZ] or 
BVZ + VEGF165b siRNA [BVZ + si165b]. Mice were sacrified at day 59. As compared to 
control xenografts, we first observed that tumors deprived of VEGF165b exhibit smaller 
volumes (Figure 6E). Consistently, these tumors displayed less KI67, P-VEGFR1(Tyr1213), 
VEGFR2 or NRP2 protein expression than control tumors, as detected by 
immunohistochemistry (Figure 6F). Again, no significant difference in term of CD31 or D-
SMA endothelial immunostainings was observed between each group (data not shown), 
thereby suggesting that decreased tumor cell proliferation rather than modulation of 
angiogenesis could be involved in the effects of VEGF165b siRNAs. We also showed that 
treatment of xenografts with Bevacizumab has no significant effect on tumor volumes 
compared to control (Figure 6E). Nevertheless, when Bevacuzimab-treated tumors were 
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immunostained for same markers, we found that they display increased KI67, P-
VEGFR1(Tyr1213), VEGFR2, NRP2 or VEGF165b immunostainings as compared to control 
xenografts (Figure 6F). More importantly, such increase was significantly prevented when 
VEGF165b was specifically knocked-down in BVZ-treated xenografts (Figure 6F). In addition, 
some BVZ-treated xenografts exhibited less E-cadherin than control xenografts, an effect that 
was also prevented by the neutralisation of VEGF165b (Figure 6G). Taken together, these 
results supported the evidence that VEGF165b activates a VEGFR-dependent autocrine loop 
that overcomes its anti-angiogenic functions to promote NSCLCs tumor growth in vivo. 
Importantly, Bevacizumab seems able to activate such a loop. 
Discussion
Although it is known since two decades that VEGF-A is highly regulated by pre-mRNA 
alternative splicing, the role of each specific splice variant in tumor progression and response 
to angiogenic therapies remains largely unknown. This is particularly true when considering 
the autocrine function of VEGF-A on tumor cells themselves. However, such investigations 
are required especially in light of some recent data unravelling the VEGF121 and VEGF165b
isoforms as potential biomarkers of the response to Bevacizumab treatment in cancer (5, 27).
We previously demonstrated that the transcription factor E2F1 inhibits neo-angiogenesis in 
lung adenocarcinoma xenografts through the up-regulation of VEGF165b (28). In this paper, 
we unravel an unexpected function of VEGF165b in controlling an invasive 
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VEGFR1/VEGFR2 autocrine loop that could overcome its antiangiogenic properties and be 
involved in NSCLC progression and escape to Bevacizumab treatment. 
We describe for the first time a differential pattern of expression of the VEGF165b protein in 
NSCLCs, with patients exhibiting low or high VEGF165b protein levels as compared to normal 
lung tissues. Importantly, we found that high levels of VEGF165b correlate with lymph node 
metastases in NSCLCs, unraveling an unexpected association of this isoform with lung tumor 
progression. In agreement, lung adenocarcinoma cell lines overexpressing VEGF165b
exhibited a more aggressive phenotype evidenced by increased proliferation, migration and 
secretion of metalloproteases, as compared to control cells. Despite being able to bind both 
VEGFR1 and VEGFR2 receptors with the same affinity than VEGF165, VEGF165b lacks a 
neuropilin-1 binding site and is less effective in promoting VEGFR2 phosphorylation, 
activation and recycling to the plasma membrane in endothelial cells (33). Nevertheless, we 
demonstrated that rhVEGF165b triggers a sustained activation of both VEGFR1 and VEGFR2 
receptors in lung adenocarcinoma cell lines that correlates with p38MAPK activation, cellular 
proliferation and the acquisition of some EMT markers such as vimentin and fibronectin. In 
addition, the specific knock-down of VEGF165b by siRNA slows-down the growth of NSCLC 
tumor cells xenografted into nude mice, that was correlated with a decrease in P-
VEGFR1(Tyr1213) and VEGFR2 tumoral immunostainings. As we did not observe 
significant difference in term of CD31 or D-SMA endothelial stainings in VEGF165b knocked-
down compared to control xenografts, our data highly suggest that autocrine rather than 
paracrine functions of VEGF165b control NSCLC tumor growth. Importantly, such autocrine 
function appears to be relevant in situ as we found a significant association between high 
levels of VEGF165b and P-VEGFR1(Tyr1213) in tumors (p=0.0061, Chi2 test). Interestingly, 
we also found that rhVEGF165b increases NRP1 and/or NRP2 mRNA and protein levels in 
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vitro (Figure 3D and data not shown). Again, these data were validated in primary tumors 
(Supplementary Figure 4 and Table 1). Therefore, it remains to be determined whether NRP1 
and/or NRP2 play a role in the VEGF165b-dependent activation of VEGFR1/VEGFR2 in our 
cellular models. Of note, we also found a significant association between P-
VEGFR1(Tyr1213) and NRP2 (p=0.0049) as well as between VEGFR2 and NRP2 
(p=0.0049) scores, thereby suggesting an important role of NRP2 in VEGFR1/VEGFR2-
dependent signaling pathways in NSCLCs. 
Our results are in contrast with previous data demonstrating that downregulation of VEGF165b
rather than upregulation is associated with advanced stages, vascular invasion, and metastases 
(18, 20, 25, 34) and that VEGF165b overexpression slow-downs the growth of tumor cells 
xenografted into nude mice through inibition of tumor neovascularization (24, 26, 35). On the 
other hand, our results fit well with other studies demonstrating that VEGFxxxb isoforms are 
not always down-regulated in tumors (36) and that VEGFxxxb protein levels are significantly 
higher in infiltrating ductal breast carcinomas (37). In addition, they are highly consistent 
with the observation made in xenografts in nude mice by Catena and co-workers who showed 
that stable overexpression of VEGF165b protein in A549 human lung adenocarcinoma cells 
results in a significant increase in tumor development over the controls, although no 
significant differences in vascular density were found (37). Therefore, the role of VEGF165b
during tumorigenesis might be more complex than previously thought and might depend on 
the cellular context (for instance the presence of NRP1, NRP2 or the amount of VEGFR1 or 
VEGFR2), as well as on its autocrine or paracrine functions on tumor and endothelial cells. In 
addition, the ratio between the different VEGF-A splice variants might also play a crucial role 
in the regulation of the autocrine loop in NSCLCs. Indeed, we unravel an unexpected 
apoptotic function of the VEGF165 isoform in lung adenocarcinoma cell lines, that we never 
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observed upon VEGF189 or VEGF121 treatment. These data confirm in lung tumor the 
existence of anti-invasive functions of the VEGF165 isoform on tumor cells, as recently 
reported in glioblastoma (14). They also lead to the postulate that VEGFxxx splice variants 
other than VEGF165 could be overexpressed in NSCLC tumors. 
Identification of predictive biomarkers of response to anti-angiogenic therapies, such as 
Bevacizumab, is a crucial issue. In this setting, considering the impact of these therapies on 
tumor cells themselves could provide some clues, especially as they were initially developped 
to target endothelial cells only. As an example, in glioblastoma tumor cells, Bevacizumab was 
found to upregulate the tyrosine kinase c-Met that was later involved in tumor invasion and 
recurrence (38, 39). In this study, we found that Bevacizumab with or without platinum salts 
increases specifically the VEGF165b expression levels in lung tumor cells and activates a 
VEGFR1/VEGFR2/VEGF165b-dependent autocrine loop, that triggers a more invasive 
phenotype. Importantly, although Bevacizumab did not significantly affect the growth of 
NSCLC xenografts in nude mice, it increased the expression level of VEGF165b and promoted 
the accumulation of P-VEGFR1(Tyr1213) and VEGFR2 proteins in a VEGF165b-dependent 
manner. Therefore, one might suggest that the accumulation of VEGF165b by BVZ could 
contribute to the selection of tumor cells with a more aggressive phenotype. In this setting, it 
is interesting to notice that squamous lung carcinoma, that are not eligible to Bevacizumab 
treatment, are those that express the higher VEGF165b:VEGF-Atotal ratios. We are currently 
investigating the role of VEGF165b in that case. In metastastic colorectal cancers, several 
hypotheses have been proffered regarding VEGF165b potential as a predictive biomarker for 
bevacizumab response (27), First, it has been proposed that the concentration of effective 
bevacizumab could be lowered in patients with higher VEGF165b concentrations, as most of 
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the antibody is bound to VEGF165b, thereby diminishing the anti-angiogenic activity of 
VEGF165b while increasing the amount of free pro-angiogenic VEGF165. Conversely, patients 
with lower VEGF165b levels may have a more angiogenic-progressive tumor than the high 
VEGF165b group, thereby rendering the tumor more susceptible to bevacizumab + FOLFOX. 
This more angiogenic profile could also explain why patients with higher levels of soluble 
VEGF121 are more susceptible to bevacizumab, as this diffusible short isoform might more 
accurately reflect the levels of bioactive VEGF-A and the vascular dependence of the tumor. 
In this study, we propose an alternative mechanism of resistance to BVZ in NSCLCs 
involving a VEGF165b-dependent invasive VEGFR1/VEGFR2 autocrine loop. In this context, 
as we also evidence an anti-apoptotic function of VEGF165b in response to cisplatin, 
combination of Bevacizumab and platinum salts that is a common treatment for lung ADC 
patients might further enhance tumor escape. 
Therefore, reminiscent of their antagonistic functions on endothelial cells, both VEGF165 and 
VEGF165b splice variants appear to play antagonistic roles on NSCLC tumor cells also. These 
data reinforce the need for a better understanding of the contribution of each VEGF-A splice 
variant during the tumorigenic process, but also requires consideration of their respective 
status when investigating the global response to anti-angiogenic treatments.
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Methods
Patients, tissue samples and immunohistochemistry
Seventy four human Non Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC) and 16 matched normal lung 
parenchymas were included in this study. Tumors consisted of 38 adenocarcinomas and 36 
squamous cell lung carcinomas (Table 1). Tissue samples were collected from resection of 
lung tumors, and stored for scientific research in a biological resource repository (Centre de 
Ressources Biologiques, CHU Albert Michallon, Grenoble Hospital). National ethical 
guidelines were followed. All patients enrolled in this trial provided written informed consent. 
Tissue banking and research conduct was approved by the Ministry of Research (approval 
AC-2010-1129) and by the regional IRB (CPP 5 Sud Est). Tumor tissues and normal lung 
parenchyma taken at distance from the bulk of the tumor were immediately frozen and stored 
at -80°C until use. For histological classification, tumor samples were fixed in formalin, and 
diagnosis was made on paraffin-embedded material using the 2004 WHO classification of 
lung criteria (40). For each case, one section from the most representative block was choosen. 
These sections always contained more than 70% of tumor cells. Antibodies and technics used 
for immunohistochemistry are described in details in Supplementary Methods section. 
Cell culture, transfection, wound healing, invasion and tubulogenesis assays
Human lung adenocarcinoma cell lines (H358, H1299) were cultured in 5% CO2 at 37°C in 
RPMI-1640 medium supplemented with 2mM L-glutamine and 10% (v/v) Fetal Calf Serum 
(FCS) as previously described (41, 42). Stable SRSF6 and VEGF165b clones derived from 
H358 or H1299 cells were obtained after transfection using Fugene® 6 reagent (Roche 
Diagnostic, France) with either pcDNA3 empty vector or pcDNA3-SRSF6-myc or pcDNA3-
VEGF165b encoding plasmids. Transfected cells were selected for at least 4 weeks using 
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800!g/mL geneticin (G418). Single colonies were isolated and expended for further analyses. 
Two representative VEGF165b-overexpressing clones are illustrated for H358 (clones 13 and 
36) and H1299 (clones 2 and 5) cells. HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
cells were cultured using EGM-2 BulletKit (CC-3156 & CC-4176, LONZA). Bevacizumab 
(Avastin®) was provided by Roche/Genentech, Indianapolis, IN, USA. SU5416 was 
purchased from Sigma-Aldrich (cat# S8442). Cisplatin was purchased from Calbiochem 
(cat#232120). Recombinant VEGF165b (cat#DY3045) and VEGF165 (cat# DVE00) proteins 
were from R&D systems. Apoptosis, cytotoxic, wound-healing, cell invasion and 
tubulogenesis assays were performed as previously described (41, 42)!and are described more
in details in the Supplementary Methods section. 
RNA interference
Small interfering RNA (siRNA) and control non-targeting siRNA (mismatch) were purchased 
from Eurogentec (Liege Science Park, Belgium). The siRNA targeting specifically VEGF165b
was: forward, 5’-GAACGUACUUGCAGAUCUCUCTT-3’; reverse, 5’-
GAGAGAUCUGCAAGUACGUUCTT-3’. The sequences for NRP1 siRNA were designed 
as forward, 5’-GAGAGGUCCUGAAUGUCCTT-3’; reverse, 5’-
GGAACAUUCAGGACCUCUCTT-3’. The sequences for NRP2 siRNA were designed as 
forward, 5’-AAAGGCUGGAAGUCAGCACUAAUUUTT-3’; reverse, 5’-
AAAAAUUAGUGCUGACUUCCAGCUUTT-3’. The scrambled siRNA oligonucleotides 
used as a control for all RNA interference experiments were as follows: forward 5’-
UCGGCUCUUACGCAUUCAATT-3’ and reverse 5’-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-
3’. Transfection was performed using Oligofectamine
TM
 reagent (Invitrogen) according to the 
manufacturer’s instructions. Cells were analysed 72 hours post-transfection. The sequence for 
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control siRNA used in in vivo experiments was designed as forward, 5’-
CUUACGCUCACUACUGCGATT-3’; reverse, 5’-UCGCAGUAGUGAGCGUAA-GTT-3’.
Antibodies and immunoblotting 
Immunoblotting experiments were done as previously described (43). The antibodies used 
were: anti-VEGF165b (MAB3045) from R&D Systems, anti-myc (clone 9E10, sc-40), anti-
VEGF-A (A20, sc-152), anti-neuropilin-2 (clone C-9, sc-13117) from Santa Cruz, anti-alpha-
p38 MAPK-Thr180/Tyr182 (MABS64, clone 6E5.2) and anti-phospho-VEGFR1-Tyr1213
(cat#07-758) from Millipore, anti-phospho-VEGFR2-Tyr1214 (44-1052) from Invitrogen,
anti-VEGFR2 (mAB2479, clone 55B11), anti-actin (mAB8456), anti-AKT (mAB9272), anti-
phospho-AKT-Ser473 (mAB4060, clone D9E), anti-active caspase-3 (mAB9661), anti-
phospho-ERK1/2-Thr202/Tyr204 (mAB9106) and anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) (mAB9102)
from Cell Signaling, anti-SNAIL (ab63371), anti-phospho-VEGFR2-Tyr1054/1059 (ab5473) 
and anti-neuropilin-1 (ab81321) from Abcam, anti-SRSF2 (4F11) from Euromedex, anti-
tubulin from TEBU, anti-N-cadherin (32/N-Cadherin) and anti-E-cadherin (36/E-Cadherin) 
from BD Biosciences, anti-vimentin (V6630,clone V9) and anti-fibronectin (clone FN-15) 
from Sigma.!
Zymography
Medium was collected from cultured cells in order to analyze the activity of MMP9 using 
gelatin zymography. Cells were cultured in Petri dishes until confluence. For each condition, 
gelatin gels were loaded with sample mixed with sample buffer [0.03% bromophenol blue, 
0.5M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS (w/v) and 4% saccharose (w/v)]. Electrophoresis was 
performed on 10% polyacrylamide gels containing 1% (w/v) of gelatin (Sigma) at 80V, under 
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non-reducing conditions. Gels were washed twice in 2.5% (v/v) Triton X-100, 30 minutes 
each time, at room temperature, to remove SDS. Then, gels were incubated in a Substrate 
Reaction Buffer (52mM Tris-HCl pH 7.2, 5mM CaCl2, 200mM NaCl, 0.01% Triton X-100)
for 24 hours. Gels were further stained in Coomassie Blue Staining Solution [0.2% (w/v) 
Coomassie Brilliant Blue G250, 10% acetic acid solution and 20% (v/v) methanol] for 30 
minutes, and de-stained in a solution containing 20% (v/v) methanol and 10% (v/v) acetic 
acid. Pro-MMP9 and MMP-9 were identified according to their molecular weight.
ELISA assays
ELISA assays were performed on cellular extracts and cellular supernatants using a total 
amount of 100!g of proteins for each sample. ELISA assay for VEGF165b was performed 
using R&D system Duoset ELISA kit (cat#DY3045). ELISA assay for pan-VEGF was 
performed using the Human VEGF Standard ELISA Development Kit from PeproTech (cat# 
900-K10). Each ELISA was performed according to the manufacturer’s recommendations.
In vivo studies
All animal experiments were conducted in agreement with the “Principles of Laboratory 
Animal Care“ (NIH publication n°86-23, revised 1985) and were approved by a regional 
ethics committee. Female athymic Swiss nude mice were purchased from Janvier (Le Genest-
Isle, France). In all experiments, 20x10
6
 H358 control cells or H358-SRSF6 overexpressing 
cells were injected sub-cutaneously into nude mice. The tumor volumes were measured once 
a week in two perpendicular diameters and calculated as follows: a x b
2
 x 0.4, where “a“ and 
”b“ are the largest and smallest diameters, respectively. Mice were sacrified at differents time 
! #$!
points and tumors were analyzed by western blotting and/or immunohistochemistry in the 
same conditions than for human NSCLC tissues. Vascularisation of tumor samples was 
assessed by measuring the amount of haemoglobin in RIPA extracts using Drabkin’s reagent 
(Sigma). The results were normalized relative to the amount of protein in each sample. 
Statistical analysis of tumor volumes between groups was performed using a non parametric 
Mann-Whitney t test (at least 7 animals per group). 
In a second experiment, 20x10
6
 H358 cells were implanted sub-cutaneously in nude 
mice and allowed to form tumors for 3-4 weeks. When tumor volumes reached 30-40mm
3
,
mice were divided into 4 groups (10 mice each) and were alternatively SC- or IP-injected four 
times a week, with either mismatch siRNA as a control or VEGF165b siRNA (16!g/mice). 
Once a week, siRNAs were combined with either BVZ (7.5mg/kg) or PBS as a treatment 
control. Transfection of siRNA was performed using in vivo-jetPEI™-Gal (cat#202-10G, 
Polyplus-transfection). Tumor volumes were monitored throughout the experiment as 
described above. Mice were sacrificed after 8 weeks of treatment, tumors were removed, 
weighted, washed, fixed in Buffered Formaldehyde and processed for immunohistochemical 
analysis as previously detailled.
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Legends to the Figures
Figure 1. Expression of VEGF165b protein in NSCLCs. (A,B) Representative 
immunostainings from paraffin-embedded section of (A) lung  adenocarcinoma or (B) 
squamous cell lung carcinoma with VEGF165b antibody. Histograms distribution of VEGF165b
scores for each tumor case are presented in right panels. (C) Distribution of frequency of the
VEGF165b:VEGFtotal ratio according to each histological sub-type. (D) Distribution of the 
VEGF165b scores according to the nodal status. Statistical analysis was done using Mann-
Whitney’s U test. 
Figure 2. VEGF165b-overexpressing cells display a more invasive phenotype. Stable 
clones derived from H358 and H1299 human lung adenocarcinoma cell lines overexpressing 
VEGF165b were generated. For each cell line, two representative clones were selected (clones 
13 and 36 for H358, clones 2 and 5 for H1299). (A) Clones overexpressing VEGF165b were 
characterized by measuring intra-cellular levels of VEGF165b by ELISA assay. (B) Cell 
number was estimated at indicated times in clones and controls following trypan blue 
staining. The means ± SD of three independent experiments are illustrated (C) H358 and 
H1299 native cells were cultured with supernatants from control H358  or H1299 cells or with 
supernatants from VEGF165b-overexpressing cells as indicated. Cell number was estimated by 
counting cells following trypan blue staining. (D) Wound healing assay was performed using 
control and VEGF165b-overexpressing H1299 cells (clones 5 and 2). Scratch recover was 
estimated after 13 hours. Lower panel represents the scratch coverage percentage. (E) Boyden 
chamber assay was performed in control and VEGF165b-overexpressing H358 cells using 
serum gradient and "-FGF as attractants. Migration was quantified after counting the number 
of transmigrating cells stained with Hoechst. (F) The ability of VEGF165b-overexpressing 
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H1299 clones to secrete active metalloproteases (MMPs) was tested by gelatin zymography. 
The supernatant from HT1080 cell line was used as a control for MMPs activation. 
Figure 3. rhVEGF165 and rhVEGF165b recombinant ligands exhibit distinct autocrine 
functions in NSCLCs. (A) Cells were treated or not with 0.01 ng/ml of either rhVEGF165 or 
rhVEGF165b recombinant ligand during 72 hours and counted following trypan blue staining. 
(B) Cells were transfected with either mismatch or VEGF165b siRNA for 72 hours and counted 
following trypan blue staining. Western blot analysis using anti-VEGF165b or anti-panVEGF 
antibody was perform to assess the specific knock-down of VEGF165b. Tubulin was used as a 
loading control. (C) Cells were treated or not (NT) with 0.01 ng/ml of either rhVEGF165 or 
rhVEGF165b recombinant ligand during 72 hours. Apoptosis was evaluated following Hoechst 
staining. Activation of procaspase-3 was studied by western blotting. Tubulin was used as a 
loading control. (D, E) H358 cells were treated or not with either 0.01 ng/ml rhVEGF165 or 
rhVEGF165b for 72 hours (D) or 6 days (E). Western blot analysis was performed using the 
indicated antibodies. Actin was used as a loading control.
Figure 4. Anti-angiogenic therapies used alone or in combination increase the VEGF165b
protein level that prevents apoptosis. (A) Cells were treated or not with 50 !g/ml 
Bevacizumab (BVZ) at the indicated times and counted upon trypan blue staining. Means ± 
SD of 3 independent experiments are presented. (B) Cells were transfected for 48 hours either 
with mismatch or VEGF165b siRNA and treated for 24 additional hours with 50 !g/ml BVZ. 
Cells were counted upon trypan blue staining. (C) ELISA assays for VEGF165b and VEGF-
ATotal were performed either in intra-cellular extracts (left panels) or in supernatants (right 
panels) of H358 cells treated or not (NT) with increasing concentrations of BVZ during 72 
! $#!
hours. (D) H358 cells were treated or not (NT) with increasing concentrations of SU5416 
during 48 hours as indicated. ELISA assays for VEGF165b and VEGF-ATotal detection were 
performed on intra-cellular cell extracts. (E) Cells were treated or not (NT) for 72 hours with 
either 5 !M cisplatin or a combination of 5 !M cisplatin and 1 !g/ml BVZ. ELISA assays 
were performed in intracellular extracts as described above. (F) Cells were transfected for 48 
hours with either mismatch or VEGF165b siRNA and incubated for 24 additional hours with 50 
!M cisplatin. Apoptosis was quantified by flow cytometry using an anti active-caspase 3 
antibody coupled to FITC. The means ± SD of 3 independent experiments are illustrated. Of 
note, siRNA specificity and efficiency were verified by western-blotting on total cellular 
extracts (upper panel for H358 cells, data not shown for H1299 cells).
Figure 5. Bevacizumab activates the VEGF165b-dependent autocrine loop. (A) H358 cells 
were transfected with either mismatch or VEGF165b siRNA for 72 hours and incubated or not 
with increasing doses of BVZ during the same time. A western-blot analysis was performed 
to assess VEGF165b and VEGFtotal protein levels, as well as activation of VEGFR1/VEGFR2 
signaling pathways using relevant antibodies. Tubulin was used as a loading control. (B) Cells 
were treated with increasing doses of BVZ during 7 days. Western-blotting was performed to 
assess EMT status using antibodies against relevant markers. Tubulin was used as a loading 
control. (C) Western- blotting analysis for EMT markers was performed on total cellular 
protein fraction from H1299 cells transfected for 72 hours with either mismatch or VEGF165b
siRNA and incubated with increasing doses of BVZ. Actin was used as a loading control. (D)
Cells were treated for 72 hours with BVZ until confluence. Then, supernatants were collected 
and used to perform gelatin zymography. HT1080 supernatant was used as a control for 
MMPs activation. 
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Figure 6. VEGF165b activates a VEGFR1/VEGFR2 autocrine loop in H358 xenografts to 
promote tumor growth. (A) Stable clones derived from the H358 cell line overexpressing 
the SR protein SRSF6 were generated. The results obtained with a representative clone are 
illustrated. Upper panel: as detected by western blotting, SRSF6 protein was overexpressed in 
SRSF6 clones (SRSF6) compared to control clones (Tet-On 4). Tubulin was used as loading 
control. Lower panel: ELISA assays for quantification of VEGF165b and VEGF-ATotal were 
performed in Tet-On4 and SRSF6 clones. As shown, SRSF6 overexpressing clones express 
higher levels of VEGF165b than controls. (B) Formation of neotubes from HUVEC cells 
grown in matrigel was impaired when HUVEC cells were incubated for 8 or 18 hours with 
supernatants from SRSF6-overexpressing cells, as compared to supernatants from control 
cells. (C) Control or SRSF6-overexpressing cells were injected sub-cutaneously in nude mice. 
Tumor growth was assessed by measuring tumors diameter and calculating tumor volumes 
using the following formula: a x b
2
 x 0.4, where “a“ and ”b“ are the largest and smallest 
diameter respectively. Data are presented as the mean tumor growth ± SD. As shown, the 
growth of SRSF6-overexpressing xenografts was accelerated as compared to control
xenografts. (D) Left panels: pictures representative of Tet-On and SRSF6 xenografts. Right 
panel: Distribution of Tet-On 4 and SRSF6 tumor weights around the mean tumor weight. 
Statistical analyses were performed using a non parametric Mann-Whitney statistical test. *** 
p<0.001. (E, F) H358 cells were sub-cutaneously injected in nude mice and allow to form 
tumor during three weeks. At this time, the animals were sub-divided in four groups (n=10 for 
each group), that either received PBS + mismatch siRNA [PBS+mis], or PBS + VEGF165b
siRNA [PBS+si165b] or Bevacizumab (7.5 mg/kg) + mismatch siRNA [BVZ+mis] or 
Bevacizumab + VEGF165b siRNA [BVZ+si165b]. Mice bearing tumors were sacrified at day 
59 after the first injection. (E) Histogramms illustrating the mean ± SD of tumor volumes 
calculated as described in the material and methods section for each condition at day 43 
! $%!
(black bars) or 59 (white bars) after the first injection. (F, G) Immunohistochemical staining 
was performed on paraffin embedded sections of tumors using the corresponding antibodies. 
Representative immunostainings of KI67, P-VEGFR1(Tyr1213), VEGFR1, VEGFR2, VEGF-
Atotal, VEGF165b, NRP2 or E-cadherin are presented. One example is illustrated for each 
condition. Of note, PBS + si165b and BVZ + si165b xenografts display less VEGF165b
immunostaining than the two other groups, whereas no significant difference for VEGF-Atotal
immunostaining was observed between the 4 groups. These IHC data confirm the specificity 
of the VEGF165b knock-down. 
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Supplementary Legends
Supplementary Figure 1. Expression levels of VEGF165b in normal lung parenchyma. 
(A) Distribution of VEGF165b scores as estimated by immunohistochemistry in a series of 16 
normal lung parenchymas. (B) Distribution of frequency of the ratio VEGF165b:VEGFtotal in 
normal lung samples.
Supplementary Figure 2. Distribution of the VEGF165b:VEGFtotal ratio in NSCLC cell 
lines. ELISA assays were performed in various cell lines derived from lung adenocarcinoma 
(ADC) or squamous cell lung carcinoma (SCC) to assess the intracellular level of VEGF165b
or VEGFtotal. The VEGF165b:VEGFtotal ratio is presented for each cell line. 
Supplementary Figure 3. rhVEGF165b but not rhVEGF165 triggers a sustained 
phosphorylation of VEGFRs. Cells were incubated or not (untreated) with either 0.01ng/ml 
rhVEGF165 or rhVEGF165b for 72 hours. Activation of the VEGFR-dependent signaling 
pathways was assessed by western-blotting using appropriate antibodies. 
Supplementary Figure 4. High scores of VEGF165b correlate with high scores of P-
VEGFR1(Tyr1213), neuropilin-2 and neuropilin-1 in NSCLCs. Distribution of VEGF165b
scores according to the phosphorylation of VEGFR1 on its Y1213 (A), the status of 
neuropilin-2 (NRP2; B) and neuropilin- 1 (NRP1; C), in NSCLCs. Statistical analysis was 
done using Mann-Whitney’s U test.
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Supplementary Figure 5. VEGF165b confers resistance to platinum salts and VEGFRs 
TKI in NSCLC cells. (A) H358 control cells (Luc) or H358 clones overexpressing VEGF165b
(VEGF165b) were incubated for 72 hours with either 10 !M cisplatin or 10 !g/ml BVZ. 
Expression of VEGF165b, VEGF-Atotal and active caspase-3 proteins was determined by 
western-blotting. Tubulin was used as a loading control. (B) Upper panel: a 96 hours 
methylene blue assay was performed in H358 and H1299 cells treated or not with increasing 
concentrations of cisplatin combined with either an irrelevant IgG as a control (5 !g/ml) or a 
neutralizing anti-VEGF165b antibody (5 !g/ml). Lower panel: as a control, a 96 hours 
treatment with increasing doses of anti-VEGF165b antibody had no effect on cellular viability 
in both cell lines as measured by methylene blue assay. (C) H358 control cells and two 
VEGF165b-overexpressing H358 derived clones (clones 13 and 36) were treated or not for 48 
hours with increasing doses of SU5416 as indicated. Apoptosis was evaluated under 
microscope following Hoechst staining and counting of approximatively 500 cells. The results 
show that cells overexpressing the VEGF165b isoform are more resistant to SU5416-induced 
apoptosis than controls. (D) Cells were cultured for 24 hours in conditioned medium obtained 
either from control cells (Co) or from VEGF165b-overexpressing clones (VEGF165b 13 and 36 
for H358 or 2 and 5 for H1299), then treated for 24 additional hours with 10 !M SU5416. 
Number of apoptotic cells was assessed following Hoechst staining by counting 
approximatively 500 cells.
Supplementary Figure 6. VEGF165b silencing inhibits Bevacizumab-induced VEGFRs 
activation. H1299 cells were transfected either with a mismatch siRNA as a control or a 
siRNA targeting specifically VEGF165b and treated or not (NT) for 72 hours with increasing 
concentrations of Bevacuzimab as indicated. Western-blot analysis of VEGFRs signaling 
! $(!
pathways was performed on total cellular extracts by using the indicated antibodies. Actin 
was used as a loading control. 
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Table 1. Relationships between VEGF165b and VEGFR1, P-VEGFR1, VEGFR2, NRP1 or NRP2 in NSCLCs.
VEGF165b expression level
Class 0 Class 1 Class 2 Pa
VEGFR1
Class 0 13 (18%) 20 (27%) 2 (3%)
Class 1 13 (18%) 17 (24%) 9 (13%) 0.3336
P-VEGFR1(Tyr1213)
Class 0 17 (23%) 17 (23%) 4 (5%)
Class 1 9 (12%) 20 (28%) 7 (10%) 0.0061
VEGFR2
Class 0 13 (18%) 12 (16%) 4 (5%)
Class 1 13 (18%) 25 (34%) 7 (9%) 0.2291
NRP1
Class 0 16 (24%) 13 (19%) 4 (6%)
Class 1 7 (10%) 21 (31%) 7 (10%) 0.1208
NRP2
Class 0 15 (22%) 11 (16%) 3 (5%)
Class 1 8 (12%) 23 (34%) 8 (12%) 0.0215
Tumors were divided in classes 0, 1 or 2 according to their expression levels in VEGF165b, VEGFR1, P-VEGFR1(Tyr1213),
 VEGFR2, NRP1, NRP 2 as mentionned in the results section. Percentage of total tumors is indicated in the bracket.
     a  Chi2 test.
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Supplementary Table 1. Immunohistochemical analysis of VEGF165b and total VEGF-A (VEGFtotal) expression in NSCLCs.
VEGF165b expression level
Histological Type Nb Class 0 Class 1 Class 2 Pb
Adenocarcinoma 38 13 (34%) 20 (53%) 5 (13%)
Squamous carcinoma 36 13 (36%) 17 (47%) 6 (17%) NS
Total NSCLCsa 74 26 (35%) 37 (50%) 11 (15%)
VEGFtotal expression level
Histological Type Nb Class 0 Class 1 Class 2 Pb
Adenocarcinoma 38 4 (11%) 11 (29%) 23 (60%)
Squamous carcinoma 36 15 (42%) 7 (19%) 14 (39%) 0.03
Total NSCLCsa 74 19 (26%) 18 (24%) 37 (50%)
Immunostaining scores were calculated by multiplying the number of labeled cells (0 to 100%) by the level of intensity (1 to 3). 
According to this and as compared to the level detected in normal lung tissues, tumor samples were grouped in three classes 
(see materials and methods section): class 0 (low level, score 0-50), class 1 (moderate level, score 51-124),
 class 2 (high level considered as VEGF165b/VEGF overexpression,  score >124).
 nb=number of cases in each histological type. a Non Small Cell Lung Carcinoma. b !2 test. NS: non signiﬁcant.
Supplementary Table 2. Relationship between VEGF165b and VEGFTotal in NSCLCs.
    VEGF165b expression level
VEGFTotal expression level Class 0 Class 1 Class 2 P
a
Class 0 6 (8%) 11 (15%) 2 (3%)
NS
Class 1 7 (9%) 7 (9%) 4 (5%)
Class 2 13 (18%) 19 (26%) 5 (7%)
Tumors were classiﬁed in classes 0, 1, 2 according to their expression levels in VEGFtotal and VEGF165b as mentionned in 
the results section. a Chi-2 Test. NS: non signiﬁcant.
Supplementary Table 3. Immunohistochemical analysis of VEGFR1, VEGFR2, P-VEGFR1(Tyr1213), NRP1 and NRP2 expression 
 in NSCLC.
VEGFR1                                           VEGFR2                                            P-VEGFR1(Tyr1213)           
Histological Type Nb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb
Adenocarcinoma 38 14 (37%) 24 (63%) 11 (29%) 27 (71%) 22 (58%) 16 (42%)
Squamous carcinoma 36 21 (58%) 15 (42%) 0.028 18 (50%) 18 (50%) NS 16 (45%) 20 (55%) NS
Total NSCLCsa 74 35 (48%) 39 (52%) 29 (39%) 45 (61%) 38 (52%) 36 (48%)
        Neuropilin-1                                      Neuropilin-2 
Histological Type Nb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb
Adenocarcinoma 34 16 (47%) 18 (53%) 13 (38%) 21 (62%)
Squamous carcinoma 34 17 (50%) 17 (50%) NS 16 (47%) 18 (53%) NS
Total NSCLCsa 68 33 (48%) 35 (52%) 29 (43%) 39 (57%)
Immunostaining scores were calculated by multiplying the number of labeled cells (0 to 100%) by the level of intensity (1 to 3). 
According to this and as compared to the level detected in normal lung tissues, tumor samples were grouped in two classes for each staining
(see materials and methods section): class 0 (low level) and class 1 (high level).
VEGFR1 (class 0, score<125; class 1, score!125); P-VEGFR1 (class 0, score <75; class 1, score!75).
VEGFR2 (class 0, score<150; class 1, score!150).
Neuropilin-1 and neuropilin-2 (class 0, score<125, class 1 score!125).
nb=number of cases in each histological type. a Non Small Cell Lung Carcinoma. b "2 test. NS: not signiﬁcant.
Of note, IHC staining of NRP1/NRP2 could be performed on 34 ADC and 34 SCC only.
VEGFR1                                           VEGFR2                                            P-VEGFR1(Tyr1213)                      
ach staining
Supplementary Methods
Immunohistochemistry
The antibodies used for immunohistochemistry were: anti-VEGF165b, a mouse monoclonal 
IgG1 antibody raised against the terminal nine amino acids of the VEGF165b sequence 
(ab14994, Abcam), anti-pan VEGF-A (VEGFtotal; VEGF-A20, sc-152, Santa Cruz), anti-
phospho-VEGFR1(Tyr1213) (Millipore), anti-VEGFR1 (sc-316, Santa Cruz), anti-VEGFR2 
(sc-6251, Santa Cruz), anti-neuropilin-1 (sc-5307, Santa Cruz), anti-neuropilin-2 (sc-13117, 
Santa Cruz), anti-KI67 (M7240, DAKO), anti-CD31 (ab28364, Abcam) and anti alpha-SMA 
(ab5694, Abcam). Immunohistochemical analysis was carried-out on formalin-fixed and 
paraffin-embedded tissue sections. Briefly, seven-micrometer sections were dehydrated in 
xylene and rehydrated in graded ethanol solutions. Endogenous peroxydase activity was 
blocked by immersion in H2O2 solution. The antigen immunoreactivity was enhanced by 
microwaving the sections for 3 x 5 minutes in citrate buffer, pH 6. Then, a classical three step 
immunohistochemical method was applied. Incubation with the primary antibody at 4°C 
overnight (for manual technique) or for 1 hour at 37°C-42°C on Ventana autostainer (Ventana 
Medical International, Inc.) was followed by exposition to the HRP-coupled secondary 
antibody, and then by DAB substrate-chromogen system (K3767, DAKO). Negative control 
consisted in omission of the primary antibody and incubation with immunoglobulins of the 
same species and isotype.
Immunostainings were evaluated independently by two pathologists who were blinded to all 
clinicopathological data (EB, SL). For immunostainings evaluation, a score (0-300) was 
established by multiplying the percentage of tumor labelled cells (0 to 100%) by the staining 
intensity (0, null; 1, low; 2, moderate; 3, strong). Scores obtained for alveolar type II 
pneumocytes and bronchial cells in normal lung tissues taken at distance from the tumor were 
considered as normal scores for adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, respectively. 
Indeed, bronchial basal cells are considered as candidate cancer stem cells for squamous cell 
lung carcinoma, basaloids and small cell lung carcinoma, while type II pneumocytes-CLARA 
cells are considered as bronchiolo-alveolar carcinoma stem cells (BASC). According to 
median scores in normal tissues and to the distribution histograms, tumors were sub-divided 
in three classes for VEGF165b and VEGFtotal expression (class 0: low <50; class 1: moderate 
51-124; class 2: high !125). For VEGFR1, phospho-VEGFR1 (P-VEGFR1), VEGFR2, 
neuropilin-1 and neuropilin-2, tumors were sub-divided in two classes with low (class 0) or 
high (class 1) expression. The selected cut-offs were: class 0: score <125; class 1: score !125 
for VEGFR1, class 0: score <75; class 1: score !75 for P-VEGFR1, class 0: score <150; class 
1: score !150 for VEGFR2, class 0: score <125; class 1: score !125 for neuropilin-1 and 
neuropilin-2. The staining scores were compared in different categories using Fisher’s exact 
test and Mann-Whitney test. All tests were two-tailed and p values < 0.05 were considered 
significant. The statistical analyses were done using Statview software (Abacus Concepts).
Apoptosis, wound healing, invasion and tubulogenesis assays
Apoptosis was evaluated by scoring the percentage of apoptotic cells on 500 cells after 
Hoescht 33342 staining. Cytotoxic experiments were performed using the methylene blue 
colorimetric assay as previously described (Salon, Merdzhanova et al. 2007; Merdzhanova, 
Edmond et al. 2008). To perform wound-healing assays, cells were grown on 4-wells lab-tek 
chamber Permanox® slides previously coated with fibronectin (10"g/mL) until confluence 
was reached. The wounding of the monolayers was done using a 200"L plastics tips. The 
wound healing process was followed using an inverted microscope equiped with a camera 
MicroMAX N/B (Princeton Instruments), by keeping cells in the same culture conditions than 
initially described. To study cell invasion, 24-wells 8"m-pored transwells (Corning) were 
used. H358-VEGF165b and H1299-VEGF165b stable clones were grown in Petri dishes until 
confluence, then serum starved for 24 hours before starting the experiment. 2.5x10
5
 cells in 
200 "L serum free media were replated in transwells upper chambers previously coated with 
matrigel (cat#356231, BD Biosciences), whereas lower chambers were filled with RPMI-
1640 medium supplemented with 20% FCS and 50ng/mL #-FGF as a chemoattractant. After 
24 hours, non-migrating cells were removed using a cotton swab, transwell membranes were 
fixed using PFA 4% and colored with Hoechst. Cells were counted under a fluorescence 
microscope. In vitro tubulogenesis assay was performed as described below. Overnight serum 
starved HUVEC cells were plated on Matrigel coated 24-wells plates at the density of 5x10
4
cells/well. Cells were left to attach during 2 hours at 37°C. Then, medium was removed from 
wells, and replaced by conditioned culture supernatant derived from either stable clones over-
expressing SRSF6 protein or from control cells. Tubulogenesis was followed during 24 hours
using an inverted microscope equipped with a camera MicroMAX N/B (Princeton 
Instruments).
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
La capacité du VEGF165b à induire une signalisation autocrine soutenue et dépendante des 
VEGFRs dans les cellules de CBnPCs, alors qu’il est incapable de lier les neuropilines, nous a 
poussé à croire que ses effets pourraient être imputables à d’autres molécules. Des études 
récentes ont montré que les intégrines sont impliquées dans la progression tumorale. En effet, 
il a été montré qu’une augmentation de l’expression des intégrines était associée à l’invasion, 
les métastases et l’angiogenèse. Dans ce contexte, les intégrines b3 et b5 sont des acteurs 
importants pour le processus d’angiogénèse. L’intégrine b1 a été impliquée dans la 
vascularisation tumorale à travers la promotion de la migration des cellules endothéliales, 
d’une manière dépendante ou indépendante du VEGF-A. Dans les cellules endothéliales, et de 
manière intéressante, il a été montré que le VEGF165, sous sa forme liée à la matrice 
extracellulaire, induit une phosphorylation maintenue du VEGFR2 sur son résidu Tyr1214 
ainsi qu’une activation prolongée de la phospho-p38 MAPK. Ce maintien de la signalisation 
VEGFR2 se produit après association de ce récepteur avec l’intégrine β1. Ces observations 
faites dans les cellules endothéliales nous ont faites penser à nos observations dans les cellules 
de CBnPCs après traitement au VEGF165b mais pas après traitement au VEGF165. Le but de ce 
travail a donc été de déterminer le rôle que pourrait jouer l’intégrine β1, mais aussi l’intégrine 
β3, dans le maintien de la signalisation induite par le VEFGF165b dans les cellules de 
CBnPCs. 
 
5pVXOWDWV
 
2.1. Le VEGF165b induit une activation de l’intégrine β1  
Nos résultats montrent une activation de l’intégrine β1 dans les cellules de CBnPCs traitées 
par le VEGF165b comparativement au contrôle et aux cellules traitées par le rhVEGF165. Nous 
avons aussi pu constater des taux plus élevés d’intégrine β1 activée dans les clones 
surexprimant le VEGF165b comparativement aux clones contrôle. A l’inverse, nous n’avons 
pas observé de variation significative de l’expression protéique de l’intégrine β3 en réponse 
au VEGF165b. Des études ont démontré dans les cancers mammaires que l’interaction entre les 
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protéines intégrine β1/neuropiline 2 joue un rôle important dans l’initiation et la progression, 
alors que dans les cancers pancréatiques invasifs, ce sont les complexes intégrine 
β1/neuropiline 1 qui semblent jouer un rôle dans la migration et l’invasion. Sur la base de ces 
résultats, nous avons ensuite recherché par des techniques de co-immunoprécipation 
l’existence de complexes protéiques entre les protéines VEGFR2/intégrine β1 ou β 3, 
VEGFR2/NRP1, VEGFR2/NRP2, NRP1/intégrine β1 ou β3 ou NRP2/intégrine β1 ou β3 en 
présence ou en l’absence de rhVEGF165b ou rhVEGF165. Malgré nos efforts et les très 
nombreuses expériences réalisées en présence ou en absence d’agents cross-linkants, nous 
n’avons pas réussi à déterminer de façon reproductible l’impact du rhVEGF165b sur des 
complexes VEGFR2/intégrine β1 ou β3, VEGFR2/NRP1 et/ou VEGFR2/NRP2. A l’inverse, 
dans les clones surexprimant le VEGF165b, nous avons montré une augmentation de 
l’interaction intégrine β1/NRP2 comparativement aux clones contrôles. Ces résultats 
suggèrent un rôle de l’intégrine β1 dans la signalisation médiée par le VEGF165b.  
 
2.2.  Le VEGF165b induit la formation de fibres de stress dans les cellules de CBnPCs  
Lors de la réalisation des expériences précédentes, nous avons aussi observé que le VEGF165b 
induit un étalement plus important des cellules de CBnPCs et une polymérisation de l’actine, 
ce qui génère un phénotype caractérisé par la formation de fibres de stress d’actine qu’on ne 
retrouve ni dans les cellules contrôles, ni dans les cellules traitées avec un autre variant 
d’épissage de la même taille, le VEGF165. Ce même phénotype a aussi été observé dans les 
clones stables surexprimant le VEGF165b. A l’inverse, au cours de ces expériences, nous 
n’avons pas observé la formation d’adhésions focales contenant des clusters d’intégrine β1. 
L’intégrine β1 ne serait donc pas impliquée dans la formation et ou le renouvellement des 
adhésions focales dans nos cellules de CBnPCs.  
 
2.3. Le VEGF165b induit une réorganisation du cytosquelette d’actine via l’activation des 
mêmes voies de signalisation que celles impliquées dans les cellules endothéliales 
Dans les cellules endothéliales, la cascade de signalisation conduisant à la migration de ces 
cellules implique notamment une activation de la phosphorylation de la p38MAPK 
dépendante du VEGFR2 qui conduit à la phosphorylation en aval de cibles telles que les 
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protéines LIMK1 ou cofiline à l’origine de la polymérisation de l’actine sous la forme de 
fibres de stress. Parallèlement, une signalisation dépendante de l’intégrine avb3 conduit, via 
la phosphorylation de la FAK (Focal Adhesion Kinase), au turn-over des adhésions focales. 
Nos résultats démontrant que l’isoforme VEGF165b induit une phosphorylation maintenue du 
VEGFR2 sur son résidu (Tyr1214) ainsi qu’une accumulation de la p38 MAPK nous ont 
conduits à rechercher si le VEGF165b pourrait activer ces voies. Nos résultats montrent que les 
clones stables surexprimant l’isoforme VEGF165b accumulent de la phospho-FAK et de la 
phospho-cofiline. Ces résultats indiquent que le VEGF165b est capable d’activer les mêmes 
voies de signalisation que celles décrites dans les cellules endothéliales pour favoriser la 
migration des cellules de CBnPCs.   
 
2.4. Le Bevacizumab génère la formation de fibres de stress d’actine dans les cellules de 
CBnPCs 
Finalement, nos résultats démontrant un rôle du VEGF165b dans l’activation de l’intégrine b1 
à l’origine de la formation de fibres de stress nous ont conduit à rechercher l’effet d’un 
traitement par BVZ dans ce contexte. Nous montrons que le BVZ à différentes doses et à 
différents temps de traitement induit l’étalement et la formation des fibres de stress d’actine 
dans les cellules de CBnPCs. Nos résultats montrent aussi que le traitement par BVZ induit 
l’accumulation de P-Src, de P-FAK et de la P-cofiline. De plus, nous montrons que le BVZ 
induit une augmentation significative de l’expression protéique des intégrines β1 et/ou β3, 
dont l’intensité varie selon les lignées cellulaires considérées et semble dépendre du niveau 
basal d’expression de ces lignées. De manière importante, l’effet du BVZ sur la formation des 
fibres de stress est imputable à l’augmentation des niveaux d’expression du VEGF165b, 
puisqu’un ARN interférent ciblant le VEGF165b inhibe la formation de ces fibres en réponse 
au BVZ. Cependant, la neutralisation du VEGF165b tout comme celle de l’intégrine b3 
n’inhibe pas l’étalement des cellules en réponse au BVZ contrairement à un ARN interférent 
ciblant l’intégrine β1, qui prévient à la fois la formation des fibres de stress et l’étalement. Ces 
résultats indiquent que les signalisations dépendantes des VEGFRs ou de l’intégrine β1 
pourraient converger. Cette possibilité semble plus probable que celle où l’intégrine β1 
formerait un complexe avec le VEGFR2. 
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En conclusion, notre étude montre que le VEGF165b est capable d’activer l’intégrine b1 dans 
les cellules de CBnPC. Cette activation serait à l’origine d’un réarrangement du cytosquelette 
d’actine en fibres de stress. Le BVZ est capable d’induire ce même phénotype à travers 
l’augmentation de l’expression du VEGF165b et de l’intégrine b3. La formation de ces fibres 
de stress se fait suite à l’activation des mêmes voies de signalisation engagées dans les 
cellules endothéliales pour promouvoir ce processus, notamment les voies dépendantes de 
FAK et cofiline. Nos résultats mettent aussi en évidence l’existence de complexes entre la 
neuropiline 2 et l’intégrine b1 dans les cellules de CBnPCs. Le fait que ces complexes soient 
une résultante de l’activation de l’intégrine b1 par le VEGF165b ou à l’origine même de cette 
activation reste indéterminée. Dans les cellules endothéliales, la signalisation dépendante de 
l’intégrine b3 joue aussi un rôle important dans la formation de fibres de stress. Dans les 
cellules de CBnPCs, nous montrons qu’elle semble importante pour l’activation des 
récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 en l’absence d’intégrine b1 notamment. Nos résultats 
fournissent les premières donnée démontrant que le VEGF165b est capable de signaliser à 
travers les intégrines b1 et b3 dans les cellules de CBnPCs. De plus l’implication récente de 
l’intégrine b1 dans la résistance des glioblastomes au BVZ, suggère fortement que le ciblage 
thérapeutique de l’intégrine b1 puisse potentialiser les effets du BVZ dans les tumeurs en 
prévenant l’apparition d’un phénotype invasif. 
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 2 
Introduction 
 
VEGF-A pre-mRNA alternative splicing plays a key role in the control of tumor 
neoangiogenesis through the generation of two sub-families with either pro-(VEGFxxx) or 
anti-(VEGFxxxb) angiogenic functions (1, 2). Although some controversial debate still exists 
regarding the existence and/or the anti-angiogenic functions of the VEGFxxxb isoforms (3-5), 
we and others previously demonstrated the existence of such isoforms in various cellular 
models as well as in various tumor types and further showed their role in preventing neo-
angiogenesis (6-11). In addition, Bates and colleagues recently showed that metastatic 
colorectal patients with a low VEGF165b:VEGFtotal ratio exhibit a better outcome when treated 
with FOLFOX4 + bevacizumab compared with FOLFOX4 alone, highlighting VEGF165b as a 
potential predictive biomarker for Bevacizumab treatment (12). One of the author’s 
explanations was that tumors with low VEGF165b expression level could be the most 
angiogenic ones and thereby the most sensitive to Bevacizumab. On the other hand, one might 
postulate that VEGFxxxb isoforms also act on tumor cells themselves through autocrine 
signaling pathway, a function that could contribute to the global tumor response to anti-
angiogenic drugs. Until know, this aspect remains largely unexplored. We previously showed 
that Non Small Cell Lung Carcinomas (NSCLCs) express VEGFR receptors, VEGFR1 and 
VEGFR2, and their co-receptors neuropilin-1 and neuropilin-2 (13). We recently provided 
evidence that the VEGF165b splice variant activates an autocrine VEGFR1/VEGFR2-
dependent signaling pathway that contributes to the generation of cells with more aggressive 
features (Boudria et al., submitted). These in vitro data were validated in situ in NSCLC 
patients, as we found a direct correlation between high levels of VEGF165b and P-
VEGFR1(Tyr1213) proteins and lymph node metastases. Importantly, we further showed that 
anti-angiogenic therapies such as Bevacizumab increase the expression of VEGF165b leading 
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to the activation of such autocrine loop. Altogether, these data highly suggested that a 
VEGF165b/VEGFR-activated signaling pathway may be involved in both NSCLCs 
progression and escape from anti-angiogenic therapies (Boudria et al., submitted). The aim of 
the present study was to further deepen the molecular mechanisms by which VEGF165b 
activates VEGFR receptors.  
 
Integrins are cell-adhesion molecules that mechanosense the microenvironment and elicit 
extracellular-matrix(ECM)-induced signaling in both normal and pathological states such as 
cancer. Upregulation of integrins has been associated with invasion, metastasis and 
angiogenesis (14). b3 and b5 integrins have been implicated in angiogenesis and several 
approaches are under investigation in the clinic (15). b1 integrin has important functions 
during tumor vascularization such as VEGF-dependent (16) and VEGF-independent 
angiogenesis by promoting endothelial cell migration (17). Interestingly, in endothelial cells, 
Chen and colleagues previously showed that matrix-bound VEGF165 is able to maintain 
activation of VEGFR2 on its tyrosine 1214 residue leading to the activation of phospho-p38 
MAPK. Such effects were found to occur through association of VEGFR2 with b1 integrin 
(18). When performing the above mentioned study in NSCLC cells, we reproducibly found 
that recombinant VEGF165b triggers a sustained activation of P-VEGFR2 on its tyrosine 1214 
residue as well as activation of p38-MAPK (Boudria et al., submitted). Therefore, we 
postulated that VEGF165b impacts on b1 integrin to activate VEGFR receptors in tumor cells. 
In this study, we found that VEGF165b up-regulates and activates b1 integrin leading to tumor 
cells spreading and formation of actin stress fibers. In addition, we demonstrated that 
VEGF165b stimulates the interaction between activated b1 integrin and neuropilin-2 in 
NSCLC cells. Moreover, we found that b3 integrin is also involved in the formation of actin 
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stress fibers but not cell spreading in rhVEGF165b-treated NSCLC cells and is required for 
VEGFR1/VEGFR2 activation in these cells. Finally, we provided the first evidence that 
Bevacizumab treatment triggers cell spreading and actin stress fibers formation by a 
mechanism involving VEGF165b, b1 integrin and neuropilin-2 proteins. Overall, these data 
reveal an interplay between VEGF165b, VEGFR1/VEGFR2, b1/b3 integrins and neuropilin-2 
that could control tumor cells migration in response to anti-angiogenic therapies. 
 
Materials and Methods 

&HOOFXOWXUHDQG5HDJHQWV
+XPDQOXQJDGHQRFDUFLQRPDFHOO OLQHV++ZHUHFXOWXUHGLQ&2DW&LQ
530,PHGLXPVXSSOHPHQWHGZLWKP0/JOXWDPLQHDQGYY)HWDO&DOI6HUXP
)&6 DV SUHYLRXVO\ GHVFULEHG  %HYDFL]XPDE $YDVWLQ ZDV SURYLGHG E\
5RFKH*HQHWHFK ,QGLDQDSROLV ,1 86$ 3URWHLQ UHFRPELQDQW 9(*)E ZDV IURP 5	'
V\VWHPV'XRVHW9(*)E(/,6$NLWFDW'<SURWHLQUHFRPELQDQW9(*)ZDVIURP
5	'V\VWHPV4XDQWLNLQH KXPDQ9(*) LPPXQRDVVD\ &DW'9( 3URWHLQ UHFRPELQDQW
9(*) YV DQG UHFRPELQDQW 9(*) &59$ &HOO 6FLHQFHV ZHUH DOVR
SXUFKDVHGIURP5	'V\VWHPV




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*HQHUDWLRQRI9(*ERYHUH[SUHVVLQJVWDEOH+DQG+FORQHV
+5YOXFDQG+5YOXFFORQHVZHUHWUDQVIHFWHGHLWKHUZLWKDSF'1$HPSW\YHFWRURU
ZLWK D SF'1$9(*)E HQFRGLQJ YHFWRU XVLQJ )XJHQH  UHDJHQW 5RFKH 'LDJQRVWLF
)UDQFHDFFRUGLQJWRWKHPDQXIDFWXUHU¶VLQVWUXFWLRQV7UDQVIHFWHGFHOOVZHUHJURZQLQ530,
PHGLXPFRQWDLQLQJ)&6DQGJPOJHQHWLFLQ* IRUDW OHDVWZHHNV LQ
RUGHU WR VHOHFW VWDEOH WUDQVIHFWHG FORQHV 6LQJOH FRORQLHV ZHUH LVRODWHG DQG H[SDQGHG IRU
IXUWKHU DQDO\VHV &HOO FXOWXUH FRQGLWLRQV ZHUH PDLQWDLQHG DV LQLWLDOO\ GHVFULEHG 7ZR
UHSUHVHQWDWLYH9(*)ERYHUH[SUHVVLQJFORQHVZHUHFKRVHQIRU+FORQHVDQGDQG
+FORQHVDQGFHOOV%RWKFORQHVJDYHVLPLODUUHVXOWVLQHDFKFHOO OLQH7RSHUIRUP
ZRXQGKHDOLQJ DVVD\V FHOOV ZHUH JURZQ RQ ZHOOV ODEWHN FKDPEHU 3HUPDQR[ VOLGHV
SUHYLRXVO\FRDWHGZLWKILEURQHFWLQJP/XQWLOFRQIOXHQFHZDVUHDFKHG7KHZRXQGLQJRI
WKH PRQROD\HUV ZDV GRQH XVLQJ D / SODVWLFV WLSV 7KH ZRXQG KHDOLQJ SURFHVV ZDV
IROORZHG XVLQJ DQ LQYHUWHGPLFURVFRSH HTXLSHGZLWK D FDPHUD0LFUR0$;1% 3ULQFHWRQ
,QVWUXPHQWVE\NHHSLQJFHOOVLQWKHVDPHFXOWXUHFRQGLWLRQVWKDQLQLWLDOO\GHVFULEHG

,PSHGDQFHH[SHULPHQWV
+FHOOVZHUHVHUXPVWDUYHGGXULQJPLQDW&DQGLQFXEDWHGRUQRWZLWKUK9(*)
QJPORUUK9(*)EQJPOUHFRPELQDQWOLJDQGVFRPELQHGRUQRWZLWK$710
&HOOV ZHUH VHHGHG LQ D ZHOOV SODWH SUHYLRXVO\ FRDWHG ZLWK JPO ILEURQHFWLQ DQG
LPSHGDQFH ZDV IROORZHG LQ UHJXODU FXOWXUH FRQGLWLRQV XVLQJ ;HOOLJHQFH V\VWHP 2]\PH
7HFKQRORJ\,QVRPHH[SHULPHQWVFHOOVZHUHWUDQIHFWHGIRUKRXUVZLWKYDULRXVVL51$DV
GHVFULEHGHDUOLHUEHIRUHSODWLQJ

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
$QDO\VLVRIDFWLYDWHGbLQWHJULQE\IORZF\WRPHWU\
&HOOVZHUH WU\SVLQL]HGZDVKHGZLWK 3%6; DQG UHVXVSHQGHG LQ O RI 3%6%6$
&HOOVZHUHWKHQFHQWULIXJDWHGUHVXVSHQGHGLQ3%6%6$DGGLWLRQHGRUQRWZLWK0Q
P0DQG LQFXEDWHGRQ LFHGXULQJPLQ3ULPDU\DQWLERG\(*ZDVDGGHGDQGLQFXEDWHG
GXULQJPLQ)LQDOO\ FHOOVZHUHZDVKHG WZLFHZLWK3%6; LQFXEDWHGZLWKD VHFRQGDU\
$OH[DDQWLUDWDQWLERG\DQGIL[HGZLWK3)$&HOOVZHUHWKHQZDVKHGDQGUHVXVSHQGHG
LQ3%6;EHIRUHIORZF\WRPHWU\DQDO\VLV

$QWLERGLHV
7KH DQWLERGLHV XVHGZHUH DQWL9(*)E 0$%5	' V\VWHPV DQWL9(*)$ $
VF DQG DQWLQHXURSLOLQ FORQH & VF IURP 6DQWD &UX] DQWLWXEXOLQ IURP
7(%8DQWLSKRVSKR9(*)57\UDEDQGDQWLQHXURSLOLQDEIURP
$EFDPDQWLȕLQWHJULQDFWLYDWHGFORQH(*IURP%'3KDUPLQJHQDQWL9(*)5
P$% FORQH% DQWLSKRVSKRFRILOLQ  DQG DQWL/,0.  IURP&HOO
6LJQDOLQJ DQWLSKRVSKR9(*)57\U  DQG DQWLSKRVSKR6UF * IURP
,QYLWURJHQDQWLSKRVSKR9(*)57\UFDW IURP0LOOLSRUHDQGDQWLSKRVSKR
)$.6IURP(SLWRPLFV6HUXPDQWLȕLQWHJULQWRWDOXVHGLQZHVWHUQEORWDQDO\VLV
DQGVHUXP76DQWLȕLQWHJULQDFWLYDWHGXVHGLQLPPXQRSUHFLSLWDWLRQDVVD\VZHUHKRPH
PDGHDQWLERGLHVSURYLGHGE\WKHWHDPRI&RULQQH$OELJHV5L]R

51$LQWHUIHUHQFH
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6PDOOLQWHUIHULQJ51$VL51$DQGFRQWUROQRQWDUJHWLQJVL51$PLVPDWFKZHUHSXUFKDVHG
IURP(852*(17(&/LqJH6FLHQFH3DUN%(/*,80ȕLQWHJULQVLOHQFLQJZDVSHUIRUPHG
XVLQJ 60$57SRRO VL*(120( ,7*% VL51$ 0 DQG ȕ LQWHJULQ
VLOHQFLQJ ZDV SHUIRUPHG XVLQJ 60$57SRRO VL*(120( ,7*% VL51$ 0
 IURP 7KHUPRVFLHQWLILF 7UDQVIHFWLRQ XVLQJ VPDUWSRROV ZDV SHUIRUPHG XVLQJ
2OLJRIHFWDPLQH 51$LPD[  ,QYLWURJHQ 7KH VHTXHQFHV IRU153 VL51$ZHUH
GHVLJQHG DV VHQVH ¶*$*$**8&&8*$$8*8&&¶ DQWLVHQVH ¶
**$$&$88&$**$&&8&8&¶7KHVHTXHQFHVIRU153VL51$ZHUHGHVLJQHGDVVHQVH
¶$$$**&8**$$*8&$*&$&8$$888¶ DQWLVHQVH ¶
$$$$$88$*8*&8*$&88&&$*&88¶7KHVL51$WDUJHWLQJ9(*)EZDVGHVLJQHG
DV VHQVH ¶*$$&*8$&88*&$*$8&8&8&¶ DQWLVHQVH ¶
*$*$*$8&8*&$$*8$&*88&WW¶ 7UDQVIHFWLRQ ZDV SHUIRUPHG XVLQJ
2OLJRIHFWDPLQH70UHDJHQW,QYLWURJHQIROORZLQJWKHPDQXIDFWXUHU¶VLQVWUXFWLRQV


&HOOXODUIUDFWLRQDWLRQDQGZHVWHQEORWWLQJDQDO\VLV
,PPXQREORWWLQJ DQDO\VHV ZHUH SHUIRUPHG DV SUHYLRXVO\ GHVFULEHG  %ULHIO\ FHOOV
PRQROD\HUVZHUHZDVKHGWLPHVZLWK3%6;DQGFHOOO\VLVZDVSHUIRUPHGGLUHFWO\RQSHWUL
GLVKHV E\ DGGLQJ 5,3$ EXIIHU DQG LQFXEDWLQJ SHWUL GLVKHV RQ LFH IRU  PLQ &HOOV ZHUH
VFUDSHGFHOOXODUSURWHLQH[WUDFWVZHUHUHFRYHUHGDQGO\VDWHVZHUHFHQWULIXJDWHGDWUSP
IRU  PLQ DW & (TXDO DPRXQWV RI SURWHLQ H[WUDFWV ZHUH VHSDUDWHG E\ 6'63$*(
WUDQVIHUUHGWR39')PHPEUDQHDQGSUREHGZLWKLQGLFDWHGDQWLERGLHV

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

,PPXQRSUHFLSLWDWLRQH[SHULPHQWV
&HOOVZHUH O\VHGRQ LFHXVLQJ5,3$EXIIHU VXSSOHPHQWHG MXVWEHIRUHXVHZLWKD FRFNWDLORI
SURWHDVHV DQG SKRVSKDWDVHV LQKLELWRUV DQG  0 VRGLXP PROLEGDWH WR HQKDQFH WKH FURVV
OLQNLQJ RI WKH FRPSOH[HV 2QH PJ RI WRWDO SURWHLQ H[WUDFWV ZHUH SUHFOHDUHG E\  KRXU
LQFXEDWLRQLQ WKHSUHVHQFHRIDPL[WXUHRISURWHLQ$DQGSURWHLQ*FRDWHGPDJQHWLFEHDGV
7KHQWKH\ZHUHLQFXEDWHGRYHUQLJKWDW&WRJHWKHUZLWKSURWHLQ$SURWHLQ*EHDGVHLWKHU
ZLWK76 VHUXPRU DQDQWLb LQWHJULQDQWLERG\ VFRU DQDQWL9(*)5DQWLERG\
P$E WR LPPXQRSUHFLSLWDWH DFWLYDWHG ȕ LQWHJULQ WRWDO ȕ LQWHJULQ RU WRWDO9(*)5
UHVSHFWLYHO\ $Q LUUHOHYDQW UDEELW ,J* *7; *HQH7H[ ZDV XVHG DV FRQWURO RI
LPPXQRSUHFLSLWDWLRQ ,PPXQRSUHFLSLWDWHV ZHUH UHFRYHUHG E\ FHQWULIXJDWLRQ ZDVKHG WKUHH
WLPHV LQ 1(7 ; EXIIHU LQ RUGHU WR GLVFDUG XQVSHFLILF ELQGLQJ DQG VXEMHFWHG WR ZHVWHUQ
EORWWLQJXVLQJWKHLQGLFDWHGDQWLERGLHV,QSDUDOOHOȝJRIWRWDOFHOOXODUO\VDWHVZHUHDSSOLHG
WRDGMDFHQWODQHVLQSXW

,PPXQRIOXRUHVFHQFHVWXGLHV
5RXQG PP JODVV FRYHUVOLSVZHUH SODFHG LQ ZHOOV SODWHV DQG FRDWHG RYHUQLJKW DW &
ZLWKJP/ILEURQHFWLQ$IWHUWKDWFHOOVZHUHWU\SVLQL]HGVHUXPVWDUYHGGXULQJPLQWKHQ
VHHGHG RQ WKH ZDVKHG JODVV FRYHUVOLSV FRDWHG ZLWK ILEURQHFWLQ GXULQJ K )ROORZLQJ WKLV
SHULRGYDULRXVWUHDWPHQWVZHUHSHUIRUPHG,PPXQRIOXRUHVFHQFHVWXGLHVRIȕLQWHJULQZHUH
SHUIRUPHGRQIL[HGEXWQRQSHUPHDELOL]HGFHOOVXVLQJWKH(*DQWLERG\WKDWUHFRJQL]HVWKH
DFWLYDWHG ȕ LQWHJULQ$ VHFRQGDU\ DQWLERG\ FRXSOHGZLWK $OH[D  $ ,QYLWURJHQ
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ZDVXVHG WRYLVXDOL]HDFWLYDWHGȕLQWHJULQ$FWLQVWUHVVILEHUVZHUHYLVXDOL]HGRQIL[HGDQG
SHUPHDELOL]HGFHOOVDIWHUVWDLQLQJZLWKSKDOORLGLQ75,7&36LJPD$OGULFK

Results 
 
VEGF165b-overexpressing cells activate b1 integrin  
b1 and b3 integrins have been involved in the activation of VEGFR receptors in endothelial 
cells (19-21). In order to assess their potential role in NSCLC cells in response to VEGF165b, 
we first used stable H358 or H1299 derived clones overexpressing VEGF165b to analyze the 
protein level of b1 or b3 integrin by western blotting. Of note, H1299 cells were found to 
express higher basal level of b1 integrin compared to H358 cells. We showed an increased 
level of b1 but not of b3 integrin in VEGF165b-overexpressing H358 cells compared to control 
cells (Figure 1A). In H1299 cells, VEGF165b overexpression led to an faint increase of b3 
integrin protein level, while that of b1 integrin remained unchanged. However, in these cells, 
we were able to detect the activation of b1 integrin by immunoprecipitation using a serum 
targeting the activated b1 integrin (Figure 1B). Such activation of b1 integrin was confirmed 
by immunofluorescence studies using an anti-activated b1 integrin antibody in H1299 cells 
exposed for 30 minutes to rhVEGF165b (Figure 1C). Interestingly, in these cells, rhVEGF165 
treatment did not lead to b1 integrin activation (Figure 1C). In addition, an increased 
activation of b1 integrin was also observed by cytometry in cells treated with rhVEGF165b, 
compared to unstimulated or rhVEGF165-stimulated cells (Figure 1D). Overall, these results 
demonstrated that VEGF165b induces accumulation of b1 and b3 integrins, as well as 
activation of b1 integrin in NSCLC cells. Of note, we were not able to analyze the activation 
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of b3 integrin or to immunoprecipitate b3 integrin in our cells, as there is no efficient 
antibody available. 
 
VEGF165b stimulates cell spreading and actin stress fibers formation by a mechanism 
involving b1 and b3 integrins 
When performing the above immunofluorescence studies, we reproducibly observed that cells 
overexpressing VEGF165b display distinct morphological features when plated onto 
fibronectin-coated coverslips, compared to control cells. Hence, they appeared more spreaded 
out (Figure 2A). These morphological features correlated with the accumulation of phospho-
FAK and phospho-cofilin proteins, which activation has been shown to be required for 
endothelial cell migration in response to VEGFR2 activation (Figure 2B) (19). Interestingly, 
when cells overexpressing VEGF165b (Figure 2A) or treated with rhVEGF165b (Figure 2C) 
were immunostained for filamentous F-actin by phalloidin-TRITC, we detected the formation 
of actin stress fibers. By contrast, F-actin staining was rather cortical and never organized in 
stress fibers in control or rhVEGF165-treated cells (Figure 2C). The differential effects of 
rhVEGF165 or rhVEGF165b on cell spreading were also confirmed by impedance 
measurements. In these experiments, rhVEGF165b-treated cells spreaded out more rapidly 
onto fibronectin, than control or rhVEGF165-treated cells. Importantly, such effects of 
rhVEGF165b were significantly reversed when cells were co-incubated with a pharmacological 
inhibitor of b1 integrin (Figure 2D), suggesting the involvement of b1 integrin in these 
functions. Overall, these data demonstrate that rhVEGF165b is able to trigger F-actin 
polymerization in NSCLC cell lines by a mechanism that could involve b1 integrin.  
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Bevacizumab stimulates cell spreading and actin stress fibers formation by a mechanism 
involving b1 and b3 integrins as well as VEGF165b  
As we previously demonstrated that Bevacizumab increases VEGF165b protein level (Boudria 
et al., submitted), we then tested whether it could also control F-actin polymerization in 
NSCLC cells. Interestingly, we observed that treating H1299 cells for 72 hours or 7 days with 
increasing amounts of Bevacizumab (1 to 10 µg/ml) leads to the appearance of more spreaded 
cells exhibiting actin stress fibers, as compared to untreated cells (Figure 3A). In addition, 
Bevacizumab treatment was found to increase b1 or b3 integrin protein level in H358 or 
H1299 cells, respectively (Figure 3B), thereby suggesting that both integrins might play a role 
in the effects of Bevacizumab. Consistently, the specific knock-down of VEGF165b (Figure 
3C) or b3 integrin (Figure 3D) in Bevacizumab-treated cells was found to reverse the 
formation of actin stress fibers but not the cell spreading. In contrast, the knock-down of b1 
integrin in Bevacizumab-treated cells prevented both cell spreading and actin stress fibers 
formation (Figure 3D), suggesting that b1 and b3 integrins could act on distinct signalling 
pathways. Overall, these data provide evidence that Bevacizumab promotes cell spreading 
and actin stress fibers formation in NSCLCs by a mechanism involving both b1 and b3 
integrins, as well as the VEGF165b splice variant.  
 
b1 and b3 integrins differentially control VEGFR1/VEGFR2 activation 
In order to deepen the cellular signalling pathways activated downstream of b1 or b3 integrin 
in our cells, we first analyzed the consequences of their specific knock-down on VEGFR1 and 
VEGFR2 activation. In the absence of VEGF165 or VEGF165b stimulation, we reproducibly 
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found that the knock-down of b1 integrin strongly enhances the activation of both VEGFR1 
and VEGFR2 receptors, as demonstrated by their accumulation under phosphorylated form 
onto Tyr1213 and Tyr1214 residues, respectively (Figure 4A). By contrast, the knock-down 
of b3 integrin decreased the activation on both receptors (Figure 4A). In addition, as shown in 
immunofluorescence studies (Figure 3D) and impedance measurements (Figure 4B), the 
knock-down of b1 integrin was found to enhance while that of b3 integrin to decrease cell 
spreading on fibronectin. Again, these results demonstrated that b1 and b3 integrins may 
activate distinct signalling pathways in NSCLC cells to control cellular spreading.  
 
Activation of VEGFR is not sufficient to trigger actin stress fibers formation in 
Bevacizumab-treated cells in the absence of b1 integrin  
The above data prompted us to investigate the effects of the knock-down of b1 or b3 integrin 
on the cellular signaling pathways activated in response to Bevacizumab. In our cells, we 
previously showed that Bevacizumab activates VEGFR1/VEGFR2 receptors through a 
VEGF165b-dependent autocrine loop (Boudria et al., submitted). In this study, we found that 
Bevacizumab also leads to the accumulation of phospho-SRC (P-SRC), phospho-FAK (P-
FAK) and P-cofilin in H1299 cells (Figure 5). Although not significantly modulated by 
Bevacizumab, we also detected the phosphorylated form of the LIMK1 kinase in our cells. 
Surprisingly, when b1 integrin was knocked-down in bevacizumab-treated cells, we observed 
a stronger activation of VEGFR1(Tyr1213) that was associated with a significant decrease in 
P-FAK, P-SRC and P-cofilin protein levels compared to mismatch-transfected treated cells 
(Figure 5). On the other hand, when b3 integrin was knocked-down in treated cells, we 
observed a significant decrease of VEGFR1 activation, that was also correlated with a 
decrease of P-FAK, P-SRC, P-LIMK1 and P-cofilin proteins (Figure 5). Similar results were 
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also obtained in bevacizumab-treated H358 cells regarding VEGFR1 and VEGFR2 
activation/inactivation upon knock-down of b1 or b3 integrin, respectively (data not shown). 
Therefore, these data suggested that b3 integrin may be predominantly involved in the control 
of VEGFR1/VEGFR2 activation in response to Bevacizumab treatment in NSCLC cells. In 
addition, and combined with immunofluorescence studies (Figure 3), these western blotting 
results indicated that activation of VEGFR receptors upon Bevacizumab treatment is not 
sufficient to induce the phosphorylation of the downstream targets FAK, SRC and cofilin as 
well as to trigger actin stress fibers formation in the absence of b1 integrin.  
 
NRP2 interacts with b1 integrin and is required for actin stress fibers formation in 
response to Bevacizumab treatment  
Despite a lot of assays, we were unable to clearly and reproducibly detect complexes between 
VEGFR2/b1 integrin or VEGFR2/b3 integrin in response to rhVEGF165b stimulation or 
overexpression. Of note, we also looked for potential interaction between P-
VEGFR1(Tyr1213)/b1 integrin or P-VEGFR1(Tyr1213)/b3 integrin. Recent studies have 
highlighted direct interactions between integrins and neuropilins, notably neuropilin-2, during 
cancer progression (22, 23). In our cells, we had previously observed that VEGF165b increases 
the expression level of neuropilins (Boudria et al., submitted). In addition, in situ, we had also 
found a significant correlation between high levels of VEGF165b and NRP2 in a series of 
NSCLC patients. These data led us to analyze the role of neuropilins in the formation of actin 
stress fibers induced by VEGF165b or Bevacizumab treatment. To this purpose, we used 
siRNA specifically targeting either NRP1 or NRP2. As shown in Figure 6A, we first found 
that neutralization of NRP1 significantly increases NRP2 expression, whereas knock-down of 
NRP2 significantly increases NRP1 expression. Using immunofluorescence studies, we 
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further showed that the knock-down of NRP2 significantly decreases the number, the length 
and the thickness of actin stress fibers in Bevacizumab-treated cells, compared to untreated 
cells, while the knock-down of NRP1 has less effect (Figure 6B). Importantly, combining 
both NRP1 and NRP2 siRNAs also significantly prevented actin stress fibers formation in 
Bevacizumab-treated cells (Figure 6B). Similar results regarding the impact of the NRP1 or 
NRP2 knock-down on actin stress fibers were obtained upon rhVEGF165b stimulation (Figure 
6C). Taken together, these data indicated that NRP2 rather than NRP1, is required for actin 
stress fibers formation in response to VEGF165b and Bevacizumab. Finally, and perhaps more 
importantly, using co-immunoprecipitation experiments, we detected an increased interaction 
between activated b1 integrin and NRP2 protein in cells overexpressing VEGF165b compared 
to control cells (Figure 6D). Overall, these data highly suggest the existence of a signalling 
network involving VEGF165b, b1 integrin and NRP2 proteins that allows the formation of 
actin stress fibers in response to Bevacizumab treatment in NSCLC tumor cells.  

'LVFXVVLRQ
 
(QGRWKHOLDOFHOOVPLJUDWLRQLVHVVHQWLDOIRUDQJLRJHQHVLVDQGUHTXLUHVWKHDFWLYDWLRQRIVHYHUDO
VLJQDOOLQJ SDWKZD\V LQ UHVSRQVH WR 9(*)$ WKDW XOWLPDWHO\ FRQYHUJH RQ F\WRVNHOHWDO
UHPRGHOLQJ WKURXJK SKRVSKRU\ODWLRQ RI QXPHURXV WDUJHWV LQFOXGLQJ WKH /,0. FRILOLQ RU
+VSSURWHLQ$FWLQUHPRGHOLQJLVDWWKHKHDUWRIWKHHQGRWKHOLDOFHOOPLJUDWLRQDQGDFWLQ
VWUHVV ILEHUPHGLDWHG FRQWUDFWLRQ RI WKH FHOO ERG\ DOORZV IRUZDUG SURJUHVVLRQ ,W KDV EHHQ
SUHYLRXVO\VKRZQWKDWWKHIXOOOHQJWK9(*)ELVRIRUPLQKLELWVHQGRWKHOLDOFHOOVSUROLIHUDWLRQ
DQG PLJUDWLRQ LQ D GRVH GHSHQGHQWPDQQHU  &RQYHUVHO\ LQ WKLV VWXG\ ZH SURYLGHG
HYLGHQFH WKDW 9(*)E VWLPXODWHV 16&/& WXPRU FHOOV VSUHDGLQJ DQG DFWLQ VWUHVV ILEHUV
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IRUPDWLRQE\DPHFKDQLVPLQYROYLQJWKHbDQGbLQWHJULQVDVZHOODVWKH9(*)FRUHFHSWRU
QHXURSLOLQ 6XFK PRUSKRORJLFDO IHDWXUHV ZHUH DVVRFLDWHG ZLWK DFWLYDWLRQ RI GRZQVWUHDP
WDUJHWVRIbbVLJQDOOLQJSDWKZD\VVXFKDV65&)$.RUFRILOLQ,QDGGLWLRQZHHYLGHQFHG
DQ LQWHUDFWLRQ EHWZHHQ b LQWHJULQ DQG QHXURSLOLQ LQ 9(*)ERYHUH[SUHVVLQJ FHOOV
KLJKOLJKWLQJDFORVHGLQWHUSOD\EHWZHHQERWKSURWHLQVLQUHVSRQVHWR9(*)E)XUWKHUPRUH
ZH GHPRQVWUDWHG WKDW EHYDFL]XPDE WUHDWPHQW DOVR SURPRWHV FHOO VSUHDGLQJ DQG DFWLQ VWUHVV
ILEHUV IRUPDWLRQ WKURXJK DPHFKDQLVP UHTXLULQJ9(*)Eb DQGb LQWHJULQV DVZHOO DV
QHXURSLOLQH[SUHVVLRQ,QWHUHVWLQJO\it was very recently demonstrated that b1 integrin and 
its downstream effector kinase FAK are up-regulated in bevacizumab-resistant glioblastoma 
compared with pretreatment paired specimens, and that accumulation of b1 integrin 
contributes to bevacizumab resistance in these patients (24). Therefore, our data extend to 
NSCLC the potential role of b1 integrin as a marker of response to Bevacizumab treatment. In 
addition, as we also found a role of b3 integrin in this setting, our data highly suggest that 
both b1 and b3 integrins should be considered as potential markers of tumor response to anti-
angiogenic therapies.  
 
,QDSUHYLRXVVWXG\ZHKDYHGHPRQVWUDWHGWKDW9(*)EH[SRVHGDQG%HYDFL]XPDEWUHDWHG
16&/& FHOOV DFTXLUH VRPH PDUNHUV RI HSLWKHOLDO WR PHVHQFK\PDO WUDQVLWLRQ VXFK DV
ILEURQHFWLQ RU YLPHQWLQ DV ZHOO DV VHFUHWH DFWLYH PDWUL[ PHWDOORSURWHDVHV %RXGULD HW DO
VXEPLWWHG6XFKIHDWXUHVKDYHEHHQZHOOVKRZQWRSURPRWHFHOOLQYDVLRQ,QDGGLWLRQZH
KDYHIRXQG LQVLWX LQ16&/&SDWLHQWVDGLUHFWFRUUHODWLRQEHWZHHQKLJKOHYHOVRI9(*)E
DQGO\PSKQRGHPHWDVWDVHVWKHUHE\VXJJHVWLQJWKDW9(*)EFRXOGFRQWULEXWHWRWXPRUFHOOV
PLJUDWLRQ&RPSOHPHQWLQJ WKH VZLWFK LQ JHQH H[SUHVVLRQ FHOOV XQGHUJRLQJ(07 DOVR DOWHU
WKHLUPRUSKRORJ\DQGUHRUJDQL]H WKHLUDFWLQF\WRVNHOHWRQ,QWKLVVHWWLQJ WKHVZLWFKRIDFWLQ
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IURPFRUWLFDODUFKLWHFWXUHWRVWUHVVILEHUVDVVRFLDWHGZLWKIRFDODGKHVLRQFRPSOH[HVHQKDQFHV
WKH DELOLW\ RI WKH FHOO WR PLJUDWH  7KHUHIRUH FRPELQHG ZLWK RXU SUHYLRXV GDWD WKH
REVHUYDWLRQ WKDW 9(*)E DQG %HYDFL]XPDE WULJJHU FHOO VSUHDGLQJ DQG DFWLQ VWUHVV ILEHUV
IRUPDWLRQVWURQJO\DUJXHWKDWVXFKSURFHVVFRXOGVHOHFWWXPRUFHOOVZLWKHQKDQFHGDELOLW\WR
PLJUDWH ,Q DGGLWLRQ ZH SURYLGH KHUH HYLGHQFH WKDW ERWK b DQG b LQWHJULQV FRXOG EH
LQYROYHG LQ VXFK D SURFHVV LQ 16&/& FHOO OLQHV VLQFH WKHLU VSHFLILF NQRFNGRZQ VWURQJO\
GHFUHDVHVWKHDELOLW\RI%HYDFL]XPDEWRLQGXFHDFWLQVWUHVVILEHUVIRUPDWLRQ,QWKLVVHWWLQJLW
LV LQWHUHVWLQJ WR QRWLFH WKDW WKH NQRFNGRZQ RI HLWKHU b RU b LQWHJULQ LQ 9(*)E
RYHUH[SUHVVLQJ FHOOV VLJQLILFDQWO\ UHGXFHG WKHLU DELOLW\ WRPLJUDWH LQ DZRXQGKHDOLQJ DVVD\
RXUXQSXEOLVKHGGDWD 

:HIRXQGWKDWQHXWUDOL]DWLRQRIbLQWHJULQLQWKHDEVHQFHRI9(*)OLJDQGHQKDQFHV9(*)5
DQG 9(*)5 DFWLYDWLRQ ZKHUHDV QHXWUDOL]DWLRQ RI b LQWHJULQ GHFUHDVHV VXFK DFWLYDWLRQ
$FWLYDWLRQ RI9(*)59(*)5 XSRQb LQWHJULQ NQRFNGRZQZDV IRXQG WR HQKDQFH FHOO
VSUHDGLQJDVTXDQWLILHGE\LPSHGDQFHPHDVXUHPHQWVZKLOHWKHLQYHUVHRFFXUVLQbLQWHJULQ
GHSULYHG FHOOV 7KHVH GDWD VXJJHVWHG WKDW 9(*)5DFWLYDWHG GRZQVWUHDP VLJQDOLQJV DUH
LQYROYHGLQFHOOVSUHDGLQJ0RUHRYHUZKHQ%HYDFL]XPDEWUHDWPHQWZDVDSSOLHGHQKDQFHGRU
GHFUHDVHGDFWLYDWLRQRI9(*)5LQ+FHOOVEXWDOVR9(*)5LQ+FHOOVZDVDJDLQ
REVHUYHG LQ WUHDWHG FHOOV NQRFNHGGRZQ IRU b RU b LQWHJULQ UHVSHFWLYHO\ FRPSDUHG WR
PLVPDWFK WUHDWHG FHOOV 7KHVH UHVXOWV LQGLFDWHG WKDW b LQWHJULQ LV QRW UHTXLUHG IRU
9(*)59(*)5DFWLYDWLRQXSRQ%HYDFL]XPDEWUHDWPHQWZKHUHDVbLQWHJULQLV+RZHYHU
ZKHQ ZH FRQVLGHUHG WKH GRZQVWUHDP VLJQDOOLQJ WDUJHWV ZH IRXQG WKDW DFFXPXODWLRQ RI 3
)$. 365& RU 3FRILOLQ ZDV SUHYHQWHG LQ ERWK b RU b LQWHJULQ GHSULYHGFHOOV WKHUHE\
LQGLFDWLQJ WKDW ERWK LQWHJULQV FRRSHUDWH IRU DFWLYDWLRQ RI WKHVH WDUJHWV ,Q DGGLWLRQ DV FHOO
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VSUHDGLQJZDVRQO\SUHYHQWHGXSRQb LQWHJULQQHXWUDOL]DWLRQ LQ%HYDFL]XPDEWUHDWHGFHOOV
WKHVH UHVXOWV DOVR LQGLFDWHG WKDW LQDFWLYDWLRQRI9(*)5DFWLYDWHG VLJQDOOLQJSDWKZD\V LQb
GHSULYHGFHOOVLVQRWVXIILFLHQWWRSUHYHQWFHOOVSUHDGLQJ2QHSODXVLEOHH[SODQDWLRQFRXOGEH
WKDW WKH LQWHUDFWLRQEHWZHHQb LQWHJULQ DQG153ZHGHWHFWHGXSRQ9(*)E H[SUHVVLRQ
PLJKW SOD\ D UROH +RZHYHU WKLV LV QRW FRQVLVWHQW ZLWK WKH REVHUYDWLRQ WKDW QHXURSLOLQ
NQRFNGRZQ GRHV QRW SUHYHQW FHOO VSUHDGLQJ LQ%HYDFL]XPDEWUHDWHG FHOOV 7DNHQ WRJHWKHU
RXU GDWD DUH LQ IDYRU RI b DQG b LQWHJULQV DFWLYDWLQJ GLVWLQFW EXW FRRSHUDWLYH 9(*)5
GHSHQGHQW VLJQDOOLQJ SDWKZD\V WR FRQWURO FHOO VSUHDGLQJ DQG DFWLQ SRO\PHULVDWLRQ
,QWHUHVWLQJO\ LW KDV EHHQ VKRZQ LQ HQGRWKHOLDO FHOOV WKDW HQKDQFHG 9(*)5PHGLDWHG
VLJQDOLQJ LQ bQXOO HQGRWKHOLDO FHOOV ZDV QHXURSLOLQ GHSHQGHQW WKURXJK WKH HOHYDWHG
LQWHUDFWLRQV EHWZHHQ 9(*)5 DQG QHXURSLOLQ  ,Q VWULNLQJ FRQWUDVW QHXURSLOLQ
FRQWULEXWHG OHVV VXEVWDQWLDOO\ WR WKHVH SURFHVVHV ZKHQ b LQWHJULQ ZDV H[SUHVVHG 
7KHUHIRUHb LQWHJULQ FRXOG FRPSHWHZLWK9(*)5 UHFHSWRUV IRU ELQGLQJ WR QHXURSLOLQV LQ
16&/&FHOOV,QWKHDEVHQFHRIbLQWHJULQHQKDQFHGDFWLYDWLRQRI9(*)5FRXOGEHUHODWHG
WR WKH UHFUXLWPHQW RI QHXURSLOLQV LQVLGH FRPSOH[HV EHWZHHQ 9(*)5 9(*)5 RU b
LQWHJULQ8QIRUWXQDWHO\DQGDOWKRXJKZHSHUIRUPHGQXPHURXVH[SHULPHQWVWRLQYHVWLJDWHVXFK
SRVVLELOLW\ ZH ZHUH QRW DEOH WR UHSURGXFLEO\ DQG HIILFLHQWO\ FRLPPXQRSUHFLSLWDWH SURWHLQ
FRPSOH[HVEHWZHHQ9(*)59(*)5bbLQWHJULQRUQHXURSLOLQSURWHLQVLQRXUFHOOV
XSRQUK9(*)EVWLPXODWLRQ 

$XWRFULQH 9(*)$ VLJQDOOLQJ KDV EHHQ VKRZQ WR V\QHUJL]H ZLWK (*)5 WR SURPRWH WKH
GHYHORSPHQWRIVTXDPRXVFDUFLQRPDWKURXJK153GHSHQGHQWDFWLYDWLRQRI9(*)5
,QDGGLWLRQ9(*)$9(*)5153DXWRFULQHVLJQDOOLQJZDVUHTXLUHGIRUPDLQWHQDQFHDQG
VHOIUHQHZDORI D FDQFHU VWHPFHOO SRRO 7KHVHGDWDKLJKOLJKWHGQHXURSLOLQV DUHFULWLFDO
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UHJXODWRUV RI 9(*)$ DXWRFULQH IXQFWLRQV ,Q WKLV VWXG\ ZH IRXQG WKDW 9(*)E
VLJQLILFDQWO\ LQFUHDVHV WKH LQWHUDFWLRQ EHWZHHQ QHXURSLOLQ DQG DFWLYDWHG b LQWHJULQ ,Q
EUHDVWFDQFHUFHOOV153ZDVSUHYLRXVO\VKRZQWRLQWHUDFWZLWKDQGWRDFWLYDWHabLQWHJULQ
WRSURPRWHDFWLYDWLRQRI)$.GHSHQGHQWVLJQDOLQJSDWKZD\VDQGWXPRULQYDVLRQ
,QDGGLWLRQLWZDVDOVRVKRZQWKDW153KLJKSRSXODWLRQRIWXPRUFHOOVKDUYHVWHGIURPLQYDVLYH
EUHDVWFDUFLQRPDVH[SUHVVHGKLJKHUOHYHOVRIabLQWHJULQDQGDFWLYH)$.$VZHDOVR
HYLGHQFHG D VLJQLILFDQW FRUUHODWLRQ EHWZHHQ KLJK OHYHOV RI 9(*)E DQG 153 LQ VLWX LQ
16&/&V %RXGULDHWDO VXEPLWWHG LW UHPDLQV WREHGHWHUPLQHGZKHWKHU153FRXOGDOVR
FRQWURObLQWHJULQH[SUHVVLRQDQGRUDFWLYDWLRQLQ16&/&SDWLHQWV,QDGGLWLRQLWUHPDLQVWR
GHWHUPLQH ZKHWKHU WKH LQWHUDFWLRQ EHWZHHQ 153 DQG b LQWHJULQ LV DEOH WR WULJJHU )$.
DFWLYDWLRQLQRXUFHOOV,PSRUWDQWO\FOLQLFDOWUDLOVLQYROYLQJSDWLHQWVZLWKDGYDQFHGJDVWULFDQG
EUHDVW FDQFHUV DVVHVVHG WKH HIILFDF\ RI%HYDFL]XPDE DQG FRQFOXGHG WKDW KLJK LQWUDWXPRUDO
153 H[SUHVVLRQ LV SURJQRVWLF RI D SRRU UHVSRQVH WR%HYDFL]XPDE 7KHUHIRUH RXU
GDWDVXJJHVWWKDWLQWUDWXPRUDOH[SUHVVLRQRI153FRXOGDOVREHUHODWHGZLWKWKHUHVSRQVHWR
%HYDFL]XPDELQ16&/&SDWLHQWV 
7RFRQFOXGHLWZDVUHFHQWO\VKRZQLQKXPDQOXQJDGHQRFDUFLQRPDSDWLHQWVWKDWXSUHJXODWLRQ
RIbLQWHJULQVLJQLILFDQWO\FRUUHODWHVZLWKDGYDQFHGFOLQLFDOVWDJHV O\PSKQRGHPHWDVWDVHV
LQFUHDVHGUHODSVHUDWHDQGGHFUHDVHGRYHUDOOVXUYLYDO$VZHSUHYLRXVO\VKRZHGWKDWKLJK
OHYHOVRI9(*)EDOVRFRUUHODWHZLWKO\PSKQRGHPHWDVWDVHVDQGDVZHGHPRQVWUDWHGKHUH
WKDW%HYDFL]XPDEDQG9(*)EWULJJHUbLQWHJULQDFWLYDWLRQWRSURPRWHDFWLQVWUHVVILEHUV
IRUPDWLRQ LQ 16&/& FHOOV ZH WKHUHIRUH SURSRVH D PRGHO LQ ZKLFK WKH DFWLYDWLRQ E\
9(*)ERIDQDXWRFULQHORRSLQYROYLQJ9(*)59(*)5bbLQWHJULQVDQGQHXURSLOLQ
 SURWHLQ OHDGV WR WKH DFTXLVLWLRQ RI D PRUH LQYDVLYH SKHQRW\SH WKDW FRQWULEXWHV WR WKH
UHVLVWDQFHRI16&/&VWRDQWLDQJLRJHQLFWKHUDSLHV
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 %DWHV '2 0DYURX $ 4LX < &DUWHU -* +DPGROODK=DGHK 0 %DUUDWW 6 HW DO
'HWHFWLRQRI9(*)$[[[E,VRIRUPVLQ+XPDQ7LVVXHV3/R62QHH
 +DUULV 6 &UD]H 0 1HZWRQ - )LVKHU 0 6KLPD '7 7R]HU *0 HW DO 'R DQWL
DQJLRJHQLF9(*)9(*)[[[ELVRIRUPVH[LVW"$FDXWLRQDU\WDOH3/R62QHH
 &DWHQD 5 /DU]DEDO / /DUUD\R] 0 0ROLQD ( +HUPLGD - $JRUUHWD - HW DO
9(*)E DQG 9(*)E DUH ZHDNO\ DQJLRJHQLF LVRIRUPV RI 9(*)$ 0RO
&DQFHU
 %DWHV '2 &XL 7* 'RXJKW\ -0 :LQNOHU 0 6XJLRQR 0 6KLHOGV -' HW DO
9(*)E DQ LQKLELWRU\ VSOLFH YDULDQW RI YDVFXODU HQGRWKHOLDO JURZWK IDFWRU LV GRZQ
UHJXODWHGLQUHQDOFHOOFDUFLQRPD&DQFHU5HV-XO
 %HD]OH\/RQJ1+XD--HKOH7+XOVH53'HUVFK5/HKUOLQJ&HWDO9(*)$E
,VDQ(QGRJHQRXV1HXURSURWHFWLYH6SOLFH,VRIRUPRI9DVFXODU(QGRWKHOLDO*URZWK)DFWRU$
LQ9LYRDQGLQ9LWUR$P-3DWKRO6HS
 3ULWFKDUG-RQHV 52 'XQQ '% 4LX < 9DUH\ $+ 2UODQGR $ 5LJE\ + HW DO
([SUHVVLRQRI9(*)[[[EWKHLQKLELWRU\LVRIRUPVRI9(*)LQPDOLJQDQWPHODQRPD%U-
&DQFHU-XO
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 5HQQHO (6 9DUH\ $+ &KXUFKLOO $- :KHDWOH\ (5 6WHZDUW / 0DWKHU 6 HW DO
9(*)EDQHZPHPEHURIWKH9(*)[[[EIDPLO\RI9(*)$VSOLFHLVRIRUPVLQKLELWV
QHRYDVFXODULVDWLRQDQGWXPRXUJURZWKLQYLYR%U-&DQFHU2FW
 0DQHWWL0*XLGXFFL65RPDQR(&HFFDUHOOL&%HOODQGR5DQGRQH6&RQIRUWL0/
HW DO 2YHUH[SUHVVLRQ RI 9(*)E DQ LQKLELWRU\ VSOLFH YDULDQW RI YDVFXODU HQGRWKHOLDO
JURZWKIDFWRUOHDGVWRLQVXIILFLHQWDQJLRJHQHVLVLQSDWLHQWVZLWKV\VWHPLFVFOHURVLV&LUF5HV
-XOH
 0HUG]KDQRYD**RXW6.HUDPLGDV0(GPRQG9&ROO-/%UDPELOOD&HWDO7KH
WUDQVFULSWLRQIDFWRU()DQGWKH65SURWHLQ6&FRQWUROWKHUDWLRRISURDQJLRJHQLFYHUVXV
DQWLDQJLRJHQLFLVRIRUPVRIYDVFXODUHQGRWKHOLDOJURZWKIDFWRU$WRLQKLELWQHRYDVFXODUL]DWLRQ
LQYLYR2QFRJHQH6HS
 %DWHV '2 &DWDODQR 3- 6\PRQGV .( 9DUH\ $+ 5DPDQL 3 2
'Z\HU 3- HW DO
$VVRFLDWLRQ EHWZHHQ 9(*) VSOLFH LVRIRUPV DQG SURJUHVVLRQIUHH VXUYLYDO LQ PHWDVWDWLF
FRORUHFWDOFDQFHUSDWLHQWVWUHDWHGZLWKEHYDFL]XPDE&OLQ&DQFHU5HV1RY

 /DQWXHMRXO 6 &RQVWDQWLQ % 'UDENLQ + %UDPELOOD & 5RFKH - %UDPELOOD (
([SUHVVLRQ RI 9(*) VHPDSKRULQ 6(0$) DQG WKHLU FRPPRQ UHFHSWRUV QHXURSLOLQV 13
DQG 13 LQ SUHLQYDVLYH EURQFKLDO OHVLRQV OXQJ WXPRXUV DQG FHOO OLQHV - 3DWKRO 
-XO
 )RXEHUW 3 9DUQHU -$ ,QWHJULQV LQ WXPRU DQJLRJHQHVLV DQG O\PSKDQJLRJHQHVLV
0HWKRGV0RO%LRO
 7XFNHU *& ,QWHJULQV PROHFXODU WDUJHWV LQ FDQFHU WKHUDS\ &XUU 2QFRO 5HS 
0DU
 21 
 /HHQGHUV :3 .XVWHUV % 9HUULMS . 0DDVV & :HVVHOLQJ 3 +HHUVFKDS $ HW DO
$QWLDQJLRJHQLF WKHUDS\ RI FHUHEUDO PHODQRPD PHWDVWDVHV UHVXOWV LQ VXVWDLQHG WXPRU
SURJUHVVLRQYLDYHVVHOFRRSWLRQ&OLQ&DQFHU5HV6HS3W
 $]DP)0HKWD6+DUULV$/0HFKDQLVPVRIUHVLVWDQFHWRDQWLDQJLRJHQHVLVWKHUDS\
(XU-&DQFHU0D\
 &KHQ77/XTXH$/HH6$QGHUVRQ606HJXUD7,UXHOD$ULVSH0/$QFKRUDJHRI
9(*)WRWKHH[WUDFHOOXODUPDWUL[FRQYH\VGLIIHUHQWLDOVLJQDOLQJUHVSRQVHVWRHQGRWKHOLDOFHOOV
-&HOO%LRO)HE
 /DPDOLFH//H%RHXI)+XRW-(QGRWKHOLDOFHOOPLJUDWLRQGXULQJDQJLRJHQHVLV&LUF
5HV0DU
 %\]RYD 79 *ROGPDQ &. 3DPSRUL 1 7KRPDV .$ %HWW $ 6KDWWLO 6- HW DO $
PHFKDQLVP IRUPRGXODWLRQ RI FHOOXODU UHVSRQVHV WR9(*) DFWLYDWLRQ RI WKH LQWHJULQV0RO
&HOO2FW
 5RELQVRQ6'5H\QROGV/(.RVWRXURX95H\QROGV$5GD6LOYD5*7DYRUD%HWDO
$OSKDYEHWD LQWHJULQ OLPLWV WKHFRQWULEXWLRQRIQHXURSLOLQ WRYDVFXODU HQGRWKHOLDOJURZWK
IDFWRULQGXFHGDQJLRJHQHVLV-%LRO&KHP'HF
 *RHO+/ 3XUVHOO %&KDQJ& 6KDZ/00DR - 6LPLQ. HW DO*/, UHJXODWHV D
QRYHO QHXURSLOLQDOSKDEHWD LQWHJULQ EDVHG DXWRFULQH SDWKZD\ WKDW FRQWULEXWHV WR EUHDVW
FDQFHULQLWLDWLRQ(0%20RO0HG$SU
 *RHO +/ 0HUFXULR $0 9(*) WDUJHWV WKH WXPRXU FHOO 1DW 5HY &DQFHU  1RY

 &DUERQHOO:6'H/D\0 -DKDQJLUL$3DUN&&$JKL0.EHWD LQWHJULQ WDUJHWLQJ
SRWHQWLDWHV DQWLDQJLRJHQLF WKHUDS\ DQG LQKLELWV WKH JURZWK RI EHYDFL]XPDEUHVLVWDQW
JOLREODVWRPD&DQFHU5HV0D\
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 =HLVEHUJ01HLOVRQ (*%LRPDUNHUV IRU HSLWKHOLDOPHVHQFK\PDO WUDQVLWLRQV - &OLQ
,QYHVW-XQ
 <LOPD]0 &KULVWRIRUL * (07 WKH F\WRVNHOHWRQ DQG FDQFHU FHOO LQYDVLRQ &DQFHU
0HWDVWDVLV5HY-XQ
 /LFKWHQEHUJHU %0 7DQ 3.1LHGHUOHLWKQHU + )HUUDUD 1 3HW]HOEDXHU 3 6LELOLD0
$XWRFULQH9(*)VLJQDOLQJV\QHUJL]HVZLWK(*)5LQWXPRUFHOOVWRSURPRWHHSLWKHOLDOFDQFHU
GHYHORSPHQW&HOO-DQ
 %HFN % 'ULHVVHQV * *RRVVHQV 6 <RXVVHI .. .XFKQLR $ &DDXZH $ HW DO $
YDVFXODUQLFKHDQGD9(*)1USORRSUHJXODWH WKH LQLWLDWLRQDQGVWHPQHVVRIVNLQ WXPRXUV
1DWXUH2FW
 *RHO +/ 3XUVHOO % 6WDQGOH\ & )RJDUW\ .0HUFXULR $0 1HXURSLOLQ UHJXODWHV
DOSKDEHWD LQWHJULQ LQ WKH IRUPDWLRQ RI IRFDO DGKHVLRQV DQG VLJQDOLQJ - &HOO 6FL  -DQ
3W
 -XEE$0+DUULV$/%LRPDUNHUV WR SUHGLFW WKH FOLQLFDO HIILFDF\RI EHYDFL]XPDE LQ
FDQFHU/DQFHW2QFRO'HF
 /DPEUHFKWV'/HQ]+-GH+DDV6&DUPHOLHW36FKHUHU6-0DUNHUVRIUHVSRQVHIRU
WKHDQWLDQJLRJHQLFDJHQWEHYDFL]XPDE-&OLQ2QFRO0DU
 =KDQJ3)=HQJ*4<L/=/LX-3:DQ;;4X-4HWDO,GHQWLILFDWLRQRILQWHJULQ
EHWD DV D SURJQRVWLF ELRPDUNHU IRU KXPDQ OXQJ DGHQRFDUFLQRPD XVLQJ '/&0606
FRPELQHGZLWKL75$4WHFKQRORJ\2QFRO5HS-XO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
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/HJHQGVWRWKH)LJXUHV

)LJXUH  9(*)E DFWLYDWHV ȕ LQWHJULQ $ + DQG + FORQHV RYHUH[SUHVVLQJ
9(*)E9(*)ERUQRW&RQWUROZHUHDQDO\]HGIRUH[SUHVVLRQRIbDQGbLQWHJULQV
E\ZHVWHUQEORWWLQJ7XEXOLQZDVXVHGDVD ORDGLQJFRQWURO %7RWDOSURWHLQH[WUDFWV IURP
+ FORQHV RYHUH[SUHVVLQJ RU QRW9(*)EZHUH LPPXQRSUHFLSLWDWHG XVLQJ WKH76
VHUXP WKDW LV VSHFLILFRI WKHDFWLYDWHG IRUPRI ȕ LQWHJULQ WKHQ WKHDPRXQWRI DFWLYDWHGb
LQWHJULQZDVDVVHVVHGE\ZHVWHUQEORWWLQJDQDO\VLV$QLUUHOHYDQW,J*ZDVXVHGDVDQHJDWLYH
FRQWURO &+ FHOOVZHUH WUHDWHG RU QRW FRQWURO GXULQJ PLQ HLWKHUZLWK  QJPO
9(*) RU  QJPO 9(*)E DV LQGLFDWHG WKHQ WKH\ XQGHUZHQW LPPXQRIOXRUHVFHQW
VSHFLILF SURELQJ IRU DFWLYDWHG ȕ LQWHJULQ 6LPLODU UHVXOWV ZHUH REWDLQHG ZKHQ  QJPO
UK9(*)RUUK9(*)EZDVXVHG'4XDQWLILFDWLRQRIDFWLYDWHGbLQWHJULQLQXQWUHDWHG
UK9(*) RU UK9(*)EWUHDWHG + FHOOV ZDV SHUIRUPHG E\ IORZ F\WRPHWU\ DV
GHVFULEHGLQWKHPDWHULDODQGPHWKRGVVHFWLRQ

)LJXUH  9(*)E LQGXFHV DFWLQ VWUHVV ILEHUV IRUPDWLRQ $ + FORQHV
RYHUH[SUHVVLQJ9(*)EDQGFRQWUROVZHUHFXOWXUHGGXULQJKRXUVRQDILEURQHFWLQPDWUL[
WKHQ)DFWLQZDVSUREHGXVLQJ3KDOORLGLQ75,7&%+RU+FORQHVRYHUH[SUHVVLQJ
9(*)E9(*)ERUQRW&RQWUROZHUHDQDO\]HGE\LPPXQREORWWLQJIRUWKHH[SUHVVLRQ
RIWKHLQGLFDWHGSURWHLQV7XEXOLQZDVXVHGDVDORDGLQJFRQWURO&+FHOOVZHUHFRDWHG
RQ ILEURQHFWLQ IRU  KRXUV WKHQ WUHDWHG GXULQJ PLQ HLWKHU ZLWK9(*)  QJPO RU
9(*)E  QJPO EHIRUH )DFWLQ GHWHFWLRQ E\ LPPXQRIOXRUHVFHQFH XVLQJ SKDOORLGLQ
75,7& ' ,PSHGDQFH PHDVXUHPHQWV ZHUH SHUIRUPHG DV GHVFULEHG LQ WKH PDWHULDOV DQG
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PHWKRGV VHFWLRQ LQ+ FHOOV HLWKHU XQWUHDWHG RU WUHDWHG GXULQJ WKH LQGLFDWHG WLPHVZLWK
9(*)QJPORU9(*)EQJPOLQWKHSUHVHQFHRUDEVHQFHRI$710

)LJXUH%HYDFL]XPDEWULJJHUVDFWLQVWUHVVILEHUVIRUPDWLRQE\DPROHFXODUPHFKDQLVP
LQYROYLQJ9(*)EDQGbbLQWHJULQV$&'+FHOOVZHUHWUHDWHGRUQRWIRU
KRXUVRUGD\VE\%HYDFL]XPDEJPORUJPODVLQGLFDWHG8QWUHDWHGRUWUHDWHGFHOOV
ZHUHFRQFRPLWWDQWO\ WUDQVIHFWHGZLWKHLWKHUPLVPDWFK9(*)EbLQWHJULQRUbLQWHJULQ
VL51$ DV LQGLFDWHG 9LVXDOL]DWLRQ RI DFWLQ SRO\PHUL]DWLRQ ZDV SHUIRUPHG E\
LPPXQRIOXRUHVFHQFHRQSHUPHDELOL]HGDQGIL[HGFHOOVXVLQJSKDOORLGLQ75,7&%:HVWHUQ
EORW DQDO\VLV RIb RUb LQWHJULQZDV SHUIRUPHG LQ+ RU+ FHOOV WUHDWHGZLWK WKH
LQGLFDWHGDPRXQWVRI%HYDFL]XPDEIRUKRXUV7XEXOLQZDVXVHGDVDORDGLQJFRQWURO

)LJXUH  1HXWUDOL]DWLRQ RI HLWKHU ȕ RU b LQWHJULQ GRHV QRW UHJXODWH 9(*)5 LQ WKH
VDPHZD\LQDEVHQFHRIOLJDQG$+FHOOVZHUHWUDQIHFWHGHYHU\KRXUVDQGGXULQJ
KRXUVZLWKPLVPDWFKVL51$RUVL51$VSHFLILFDOO\GHVLJQHGWRNQRFNGRZQȕLQWHJULQRU
ȕLQWHJULQ$FWLYDWLRQRI9(*)5DQG9(*)5ZDVDVVHVVHGE\ZHVWHUQEORWWLQJ7XEXOLQ
ZDVXVHGDVDORDGLQJFRQWURO%,PSHGDQFHPHDVXUHPHQWVZHUHSHUIRUPHGLQ+FHOOV
FRDWHG RQ ILEURQHFWLQPDWUL[ WKDW KDG EHHQ SUHYLRXVO\ WUDQVIHFWHG IRU  KRXUV ZLWK HLWKHU
PLVPDWFKRUbRUbLQWHJULQVL51$

)LJXUHȕDQGȕLQWHJULQVGHSHQGHQWVLJQDOOLQJSDWKZD\VDUHDFWLYDWHGLQUHVSRQVHWR
%HYDFL]XPDE WUHDWPHQW + FHOOV ZHUH WUHDWHG %9= RU QRW 17 IRU  KRXUV ZLWK
%HYDFL]XPDEJPO$WWKHVDPHWLPHWKH\ZHUHWUDQVIHFWHGHLWKHUZLWKPLVPDWFKbRU
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b LQWHJULQVL51$:HVWHUQEORWWLQJDQDO\VLVZDVSHUIRUPHGRQWRWDOFHOOXODUH[WUDFWVXVLQJ
WKHLQGLFDWHGDQWLERGLHV7XEXOLQZDVXVHGDVDORDGLQJFRQWURO

)LJXUH1HXURSLOLQ153LQWHUDFWVZLWKbLQWHJULQDQGLVLQYROYHGLQDFWLQVWUHVV
ILEHUVIRUPDWLRQXSRQ9(*)EH[SUHVVLRQRU%HYDFL]XPDEWUHDWPHQW$+FHOOV
ZHUH WUDQVIHFWHG IRU  KRXUV ZLWK HLWKHU PLVPDWFK QHXURSLOLQ 153 QHXURSLOLQ
153RUERWK153 DQG153 153153VL51$$QDO\VLVRI WKH LQGLFDWHGSURWHLQV
ZDV SHUIRUPHGE\ZHVWHUQ EORWWLQJ+VSZDV XVHG DV D ORDGLQJ FRQWURO %+ FHOOV
ZHUH WUDQVIHFWHG ZLWK HLWKHUPLVPDWFK QHXURSLOLQ 153 QHXURSLOLQ 153 RU ERWK
153 DQG153 153153 VL51$DQG WUHDWHG %9= RU QRW XQWUHDWHG IRU  KRXUV
ZLWK%HYDFL]XPDEJPO,PPXQRIOXRUHVFHQFHYLVXDOL]DWLRQRI)DFWLQZDVSHUIRUPHGLQ
WKH VDPH FRQGLWLRQV & + FHOOV ZHUH WUDQVIHFWHG IRU  KRXUVZLWK HLWKHUPLVPDWFK
QHXURSLOLQ153QHXURSLOLQ153RUERWK153DQG153153153VL51$
7KHQ WKH\ZHUH WUHDWHG9(*)ERUQRWXQWUHDWHGIRUPLQXWHVZLWKUK9(*)E
QJPO ,PPXQRIOXRUHVFHQFH YLVXDOL]DWLRQ RI)DFWLQZDV SHUIRUPHG LQ WKH VDPH FRQGLWLRQV
' 7RWDO FHOOXODU SURWHLQ H[WUDFWV REWDLQHG IURP + FORQHV RYHUH[SUHVVLQJ 9(*)E
9(*)ERUQRW&RQWUROZHUHLPPXQRSUHFLSLWDWHGXVLQJWKH76VHUXPWKDWLVVSHFLILF
RIWKHDFWLYDWHGIRUPRIȕLQWHJULQ7KHQWKHDPRXQWRIDFWLYDWHGbLQWHJULQRUQHXURSLOLQ
SUHVHQW LQ HDFK VDPSOHZDV DVVHVVHG E\ LPPXQREORWWLQJ XVLQJ DQ DQWLb LQWHJULQ RU DQWL
QHXURSLOLQDQWLERG\$QLUUHOHYDQW,J*ZDVXVHGDVDQHJDWLYHFRQWURO
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5pVXOWDWVQRQSXEOLpV

'DQVFHWWHSDUWLHM¶DLDMRXWpFHUWDLQVGHVUpVXOWDWVTXHQRXVDYRQVREWHQXVHWTXLQHVRQWSRXU
OHPRPHQWSDVLQFOXVGDQVOHVDUWLFOHV
 /HV WUDLWHPHQWV SDU %9= RX SDU9(*)E LPSDFWHQW VXU O¶H[SUHVVLRQ
GHVWUDQVFULWV9(*)5VHW153V
3DUDOOqOHPHQWjQRVH[SpULHQFHVGHZHVWHUQEORWQRXVDYRQVHIIHFWXpGHV57T3&5VXUGHV
H[WUDLWV$51SURYHQDQWGHODOLJQpH+WUDLWpHRXQRQSDUGHVGRVHVFURLVVDQWHVGH%9=
1RXVPRQWURQVTXHOHWUDLWHPHQWSDU%9=LQGXLWXQHDXJPHQWDWLRQVLJQLILFDWLYHGHVWUDQVFULWV
FRGDQWSRXUOHV9(*)5HW9(*)5)LJXUH$$XFXQHYDULDWLRQVLJQLILFDWLYHVXLWHjFH
WUDLWHPHQWQ¶DpWpFRQVWDWpHVXUOHVWUDQVFULWV153HW153FHUWDLQHVYDULDWLRQVFRQFHUQDQW
OH WUDQVFULW 153 Q¶pWDQW REVHUYpHV TX¶j FHUWDLQHV GRVHV HW SDV j G¶DXWUHV 'H PDQLqUH
LQWpUHVVDQWHQRVUpVXOWDWVPRQWUHQWDXVVLTXHOHVOLJDQGVUK9(*)HWUK9(*)EPRGXOHQW
GLIIpUHPPHQWO¶H[SUHVVLRQGHVWUDQVFULWVGHFHVUpFHSWHXUV$LQVLOHWUDLWHPHQWSDU9(*)E
DXJPHQWH O¶H[SUHVVLRQ GHV WUDQVFULWV 9(*)5 HW 9(*)5 DORUV TXH OH 9(*) Q¶LQGXLW
DXFXQH YDULDWLRQ VLJQLILFDWLYH )LJXUH % (Q UHYDQFKH OHV GHX[ OLJDQGV 9(*) HW
9(*)EVRQWFDSDEOHG¶DXJPHQWHUOHVWUDQVFULWV153HW153&HSHQGDQWO¶DXJPHQWDWLRQ
REVHUYpH DYHF OH9(*)EHVW VXSpULHXUH G¶HQYLURQ IRLVSRXU OD153HW IRLV SRXU OD
153jFHOOHREVHUYpHDYHFOH9(*))LJXUH%&HVUpVXOWDWVVRQWHQDFFRUGDYHFQRV
H[SpULHQFHV GH ZHVWHUQEORW PRQWUDQW XQH DFFXPXODWLRQ GHV SURWpLQHV 153 HW 153 HQ
UpSRQVHDXWUDLWHPHQWSDUOHUK9(*)E,OVGpPRQWUHQWTXHOH%9=HWOH9(*)EUpJXOHQW
DXVVL O¶H[SUHVVLRQ GHV UpFHSWHXUV 9(*)5 9(*)5 153 HW 153 DX QLYHDX
WUDQVFULSWLRQQHO




ϭϭϵ

 
Figure 27. Variations des transcrits des VEGFRs et des NRPs après traitement au BVZ ou au 
VEGF165b. (A) Les cellules ont été traitées 72h avec des doses croissantes de BVZ. Les niveaux de 
transcrits VEGFR1, VEGFR2, NRP1 et NRP2 ont été évalués par RT-qPCR. (B) Les cellules ont été 
traitées 72h soit au VEGF165 (0.1ng/ml) soit au VEGF165b (0.1 ng/ml). Les niveaux de transcrits 
VEGFR1, VEGFR2, NRP1 et NRP2 ont été évalués par RT-qPCR. 
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/H9(*)EDLQVLTXHOH%9=LQGXLVHQWXQHPRGLILFDWLRQGHVVpFUpWLRQV
GHF\WRNLQHVLQIODPPDWRLUHV
6XUODEDVHGHQRVUpVXOWDWVPRQWUDQWXQHIIHWGX%9=VXUODVpFUpWLRQGHV003VQRXVDYRQV
YRXOXWHVWHUOHVHIIHWVGX%9=HWGX9(*)EVXUO¶H[SUHVVLRQGHF\WRNLQHVLQIODPPDWRLUHV
'H PDQLqUH LQWpUHVVDQWH QRV UpVXOWDWV PRQWUHQW TX¶XQH GLPLQXWLRQ LQWUDFHOOXODLUH GH
O¶H[SUHVVLRQG¶,&$0HVWREVHUYpHORUVTXHGHVFHOOXOHV+HW+QDwYHVVRQWWUDLWpHV
DX%9=)LJXUH$3DUDOOqOHPHQW OH WUDLWHPHQWDX%9= LQGXLW DXVVLXQHGLPLQXWLRQGH
O¶LQWHUOHXNLQH ,/ GDQV OHV GHX[ OLJQpHV HW GDQV OHV FHOOXOHV+ XQH GLPLQXWLRQ GX
9(*)WRWDODLQVLTX¶XQHDXJPHQWDWLRQGHO¶,/UD'DQVOHVVXUQDJHDQWVGHFXOWXUHGHVFORQHV
+HW+VXUH[SULPDQWO¶LVRIRUPH9(*)EQRVUpVXOWDWVPRQWUHQWTXHVXUOHSDQHOGH
F\WRNLQHV VHFUpWpHV SDU QRV FHOOXOHV OD VHXOH YDULDWLRQ VLJQLILFDWLYH REVHUYpH HVW XQH
GLPLQXWLRQ G¶,&$0 GDQV OHV FORQHV VXUH[SULPDQW OH 9(*)E FRPSDUDWLYHPHQW DX[
FRQWU{OHV)LJXUH%&HVUpVXOWDWVLQGLTXHQWTXHOHWUDLWHPHQWSDU%9=HWODVXUH[SUHVVLRQ
GH O¶LVRIRUPH9(*)EPRGLILHQW O¶H[SUHVVLRQ HW OD VpFUpWLRQ GH F\WRNLQHV LQIODPPDWRLUHV
TXLSRXUUDLHQWFRQWULEXHUDXSURFHVVXVG¶pFKDSSHPHQWjFHWUDLWHPHQW'HIDoRQLQWpUHVVDQWH
GDQVO¶HVVDLFOLQLTXH$9$,/DQDO\VDQWO¶HIIHWGHFRPELQDLVRQVHOVGHSODWLQHHW%9=GDQVOHV
&%Q3&VXQHIDLEOHH[SUHVVLRQSODVPDWLTXHG¶,&$0DDXVVLpWpUHWURXYpHGDQVOHVSDWLHQWV
WUDLWpVHWDpWpFRUUpOpHjODGXUpHGHODUpSRQVH




ϭϮϭ

 
Figure 28. Profils de cytokines exprimées et secrétées dans les lignées H358 et H1299 et clones 
dérivés. (A) Les cellules ont été traitées ou non au BVZ (10µg/ml) pendant 72h. Ces résultats 
représentent le profil de cytokines dans les extraits cellulaires. (B) Le surnageant de culture des clones 
surexprimant le VEGF165 ou des clones contrôles a été concentré puis le contenu de 500 µg de 
protéines totales présentes dans ce surnageant a été évalué cytokines array. 
 
ϭϮϮ

3. Le BVZ induit une sécrétion du VEGF-C dans les cellules de CBnPCs 
Nous avons aussi effectué un dosage ELISA afin de déterminer les possibles variations de la 
sécrétion de VEGF-C dans nos modèles cellulaires. Nos résultats préliminaires démontrent 
que le traitement des cellules H358 par le BVZ augmente la sécrétion de VEGF-C dans le 
surnageant. Bien que les niveaux de base du VEGF-C soient assez élevés dans nos cellules, le 
WUDLWHPHQWSDU ODSOXVIRUWHGRVHGH%9=JPODXJPHQWHG¶HQYLURQODTXDQWLWpGH
VEGF-C sécrétée (Figure 29 1RXV Q¶DYRQV SDV Uegardé si les clones surexprimant le 
VEGF165b sécrétaient aussi plus de VEGF-C mais sur la base de ces résultats préliminaires il 
serait intéressant de le faire. 
 
 
Figure 29.  Mesure du VEGF-C dans le surnageant de cellules H358 traitées au BVZ. Les cellules 
H358 ont été traitées à doses croissantes de BVZ pendant 72h, puis le surnageant de ces cellules à été 
récupéré et le VEGF-C a été dosé par un test ELISA.   
 
Cette augmentation de la sécrétion du VEGF-C dans le surnageant de culture pourrait 
favoriser la migration des cellules via une signalisation autocrine comme démontré dans les 
cancers ovariens « in vitro » où la voie VEGF-C/VEGFR3 jouerait un rôle important dans la 
progression de ces tumeurs (Decio et al., 2014).  
 
 
 
ϭϮϯ

4. Les cellules surexprimant le VEGF165EVRQWUpVLVWDQWHVjO¶K\SR[LH 
&RPSWHWHQXGHO¶LPSRUWDQFHGHO¶K\SR[LHGDQVOHSURFHVVXVGHQpR-angiogénèse et la réponse 
aux thérapies, nous avons commencé à investiguer le rôle du VEGF165b dans ce contexte. Nos 
résultats préliminaires révèlent que lorsque les clones surexprimant le VEGF165b sont placés 
dans des conditions hypoxiques, ils continuent de proliférer et survivent plus longtemps que 
les clones contrôles. Notons que les différences entre les clones VEGF165b sont moins 
importantes dans les clones dérivés de la lignée H358. Ces cellules sont, à la base ; très 
UpVLVWDQWHVjO¶K\SR[LH)LJXUH30$O¶LQYHUVHOHVFORQHV+VXUH[SULPDQWOH9(*)165b 
sont au moins 12 fois plus résistants que les clones contrôles. Ces résultats suggèrent que les 
cellules tumorales surexprimant le VEGF165ESRXUUDLHQWpFKDSSHUjO¶K\SR[LH 
 
 
Figure 30 (YDOXDWLRQGHODUpVLVWDQFHjO¶K\SR[LHin vitro. Les clones H1299 et H358 surexprimant 
le VEGF165b et les clones contrôle ont été cultivés pendant 12 jours dans des conditions restrictives en 
QXWULPHQWVGH6pUXPGH9HDX)°WDOHWHQR[\JqQH3XLVOHQRPEUHGHFHOOXOHVYLYDQWHVj
été évalué. Le nombre de cellules dans les contrôles a été arbitrairement fixé à 1. 
 
Combinés aux résultats décrits dans les 2 articles précédents, ces résultats supplémentaires 
VRQW GRQF DXVVL HQ IDYHXU G¶XQ U{OH GX %9= HWRX GX UK9(*)165b dans la génération de 
cellules tumorales pulmonaires plus agressives (résistantes à hypoxie) et susceptibles de 
SDUWLFLSHUjO¶pFKDSSHPHQWaux thérapies anti-angiogéniques (sécrétion de cytokines, sécrétion 
de VEGF-C).  
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/H9(*)EHVWGpWHFWDEOHGDQVOHVVpUXPVFKH]O¶KRPPH 
1RXVDYRQVpWXGLpSDU,+&O¶H[SUHVVLRQLQWUDWXPRUDOHGX9(*)EHWGpPRQWUp©LQYLWURª
OH U{OH GH FHWWH LVRIRUPH GDQV OD JHQqVH GH FHOOXOHV WXPRUDOHV GpULYpHV GH &%Q3&V SOXV
LQYDVLYHV8QGHQRVREMHFWLIV GDQV OD SRXUVXLWHGH FH WUDYDLO VHUDLW GHSRXYRLU YDOLGHU ©LQ
VLWXª OH U{OH GX9(*)EGDQV OD UpSRQVH DX%9=FKH] OHV SDWLHQWV SRUWHXUV GH&%Q3&V
1RXVQ¶DYRQVSDVDFFqVjGHVpFKDQWLOORQVWXPRUDX[GHSDWLHQWVSRUWHXUVGH&%Q3&VD\DQWpWp
WUDLWpVSDUXQHFRPELQDLVRQ%9=HWVHOVGHSODWLQHHWSRXUOHVTXHOVODUpSRQVHDXWUDLWHPHQW
HVW FRQQXH 'H PrPH QRXV Q¶DYRQV SDV DFFqV j GHV SUpOqYHPHQWV WXPRUDX[ DYDQWDSUqV
WUDLWHPHQW 1RXV QH SRXYRQV GRQF SDV pYDOXHU SDU ,+& O¶H[SUHVVLRQ LQWUDWXPRUDOH GX
9(*)EHW ODFRUUpOHUj OD UpSRQVHDX WUDLWHPHQW3DUFRQWUHJUkFHj O¶pWXGH UpWURVSHFWLYH
3KDUPDFRJHQRVFDQFRRUGLQDWHXUSULQFLSDO3U&KULVWLDQ%UDPELOOD&+8GH*UHQREOHQRXV
DYRQV DFFqV jGHV VpUXPVGHSDWLHQWVSRUWHXUVGH&%Q3&VDYDQWDSUqV WUDLWHPHQW D\DQW pWp
WUDLWpVSDUVHOVGHSODWLQHHQDVVRFLDWLRQRXQRQDYHFGX%9=/HGRVDJHGX9(*)$GDQVOH
VpUXPFRPSDUDWLYHPHQWDXSODVPDHVWSROpPLTXH(QHIIHWOHWDX[VpULTXHGH9(*)$VHUDLW
XQLTXHPHQW OH UHIOHW GX WDX[GHSODTXHWWHV SXLVTXH OHV SODTXHWWHV UHODUJXHQW OH9(*)$DX
PRPHQWGH ODFRDJXODWLRQ&RPPHPHQWLRQQpGDQV O¶LQWURGXFWLRQ OHVQLYHDX[SODVPDWLTXHV
GH9(*)$QHVRQWSDVFRUUpOpVjODUpSRQVHDX%9=+HJGHHWDO'HSOXVLOVQHVRQW
SDV FRUUpOpV DXQLYHDX LQWUDWXPRUDO GH9(*)$$ O¶LQYHUVH XQH pWXGH DPRQWUp GDQV OHV
FDUFLQRPHV KpSDWRFHOOXODLUHV TXH OH QLYHDX GH 9(*)$ VpULTXH pWDLW FRUUpOp DX WDX[ GH
SODTXHWWHPDLVDXVVLDXWDX[LQWUDWXPRUDOGH9(*)$3RRQHWDO5pFHPPHQWGDQV
OHV&%Q3&VXQHpWXGHDFRQILUPpXQHFRUUpODWLRQHQWUHOHVWDX[VpULTXHVGH9(*)$WRWDOHW
OH WDX[GHSODTXHWWHV&HSHQGDQW GDQV FHWWH pWXGH OHV WDX[ VpULTXHVGH9(*)EQ¶pWDLHQW
SDV FRUUpOpV DX[ WDX[ GH SODTXHWWH &HV UpVXOWDWV QRXV LQFLWHQW j SRXUVXLYUH O¶DQDO\VH GX
9(*)EGDQVOHVVpUXPVGHSDWLHQWV
$ILQGHVDYRLUVLQRXVDUULYLRQVjGRVHUGX9(*)EGDQVOHVpUXPQRXVDYRQVHIIHFWXpXQ
GRVDJH(/,6$GX9(*)EHWGX9(*)WRWDOGDQVOHVVpUXPVGHGRQQHXUVVDLQVVHUpIpUHUjOD
VHFWLRQPDWpULHO HWPpWKRGH GH O¶DUWLFOH 1RXVPRQWURQV TXH OH9(*)E HVW GpWHFWDEOH
GDQVOHVVpUXPVKXPDLQVHWTX¶LO\HVWSUpVHQWjGHV WDX[YDULDEOHVDOODQWGHj
SJPO)LJXUH$ ODPpGLDQHGHVYDOHXUVGpWHFWpHVpWDQWGHSJPO/HGRVDJHGX
9(*)WRWDODOXLDXVVLGpPRQWUpGHVYDOHXUVYDULDEOHVDOODQWGHjSJPO)LJXUH
% DYHF XQH PpGLDQH GHV YDOHXUV GH  SJPO ,O HVW LQWpUHVVDQW GH QRWHU TXH OHV
VpUXPVFRQWHQDQWOHVWDX[OHVSOXVpOHYpGH9(*)WRWDOQ¶RQWSDVIRUFHPHQWFHX[D\DQWGHVWDX[
ϭϮϱ

élevés de VEGF165b comme le montre le calcul des ratios VEGF165b :VEGFtotal  (Figure 31-C). 
1RV UpVXOWDWV PRQWUHQW TX¶LO H[LVWH GHV YDULDELOLWpV LQWHU-individuelles dans les taux de 
VEGF165b et de VEGFtotal avec des individus chez qui le VEGF165b serait majoritaire et 
G¶DXWUHV FKH] TXL LO VHUDLW PLQRULWDLUH (Q FRPSDUDQW OHV PR\HQQHV GHV GHX[ GRVDJHV OH
VEGF165b représenterait 48,92% du VEGFtotal. 
 
 
Figure 31. Taux de VEGF165b et de VEGFtotal dans les sérums humains provenant de donneurs 
sains. (A) Dosage ELISA du VEGF165b. (B) Dosage ELISA du VEGFtotal. (C) Ratio 
VEGF165b :VEGFtotal 
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*pQpUDWLRQG¶XQDQWLFRUSVVSpFLILTXHGHO¶LVRIRUPH9(*)
$X FRXUV GH QRWUH pWXGH SRXYRLU GLVVRFLHU OHV GHX[ LVRIRUPHV 9(*) HW 9(*)E HVW
GHYHQXXQHQpFHVVLWp(QHIIHWVXLWHDX[UpVXOWDWVPRQWUDQWTXHFHVGHX[ LVRIRUPHVRQWGHV
HIIHWVRSSRVpVVXUOHVFHOOXOHVGH&%Q3&VHWVXLWHjODGpFRXYHUWHVXUSUHQDQWHGHVHIIHWVSUR
DSRSWRWLTXHVGX9(*)QRXVQRXVTXHVWLRQQRQVVXU OH IDLWTXHFHWWH LVRIRUPHSXLVVHrWUH
H[SULPpH SDU GHV FHOOXOHV VXU OHVTXHOOHV HOOH H[HUFHUDLW GHV HIIHWV DSRSWRWLTXHV $X GpSDUW
QRXV DYRQV YRXOX XWLOLVHU O¶DQWLFRUSV DQWL9(*) 0$% GH FKH] 5	' 6\VWHPV
&HSHQGDQW QRXV DYRQVPRQWUp TXH FHW DQWLFRUSV UHFRQQDvW GH ODPrPH IDoRQ OHV SURWpLQHV
UHFRPELQDQWHVUK9(*)HWUK9(*))LJXUH$/HVRXWLOVGLVSRQLEOHVQHSHUPHWWDQW
SDV GHGLVVRFLHU FHV GHX[ IUDFWLRQV GX9(*)$ QRXV DYRQV HX UHFRXUV DX[ VHUYLFHV G¶XQH
HQWUHSULVHSHUPHWWDQWGHFUpHUGHVDQWLFRUSVjIDoRQODVRFLpWp&RYDODE

&RPPH GpFULW SUpFpGHPPHQW O¶LVRIRUPH 9(*) FRPPH WRXWHV OHV LVRIRUPHV SUR
DQJLRJpQLTXHV GX9(*)$ HVW FDUDFWpULVpH SDU  DFLGHV DPLQpV VSpFLILTXHV HQ&WHUPLQDO
FRQVWLWXDQWODVpTXHQFH&'.355&¶HVWGRQFFRQWUHFHIUDJPHQWTXHQRXVGHYLRQVJpQpUHU
XQ DQWLFRUSV &HSHQGDQW FHWWH VpTXHQFH pWDQW WURS FRXUWH HW GRQF SHX LPPXQRJqQH QRXV
DYRQVGpFLGpG¶\LQWpJUHUOHVGHUQLHUVDFLGHVDPLQpVHQFRGpVSDUO¶H[RQHWFRQWHQXVGDQV
OH 9(*) /¶LPPXQLVDWLRQ GHV ODSLQV V¶HVW IDLWH HQ GHX[ pWDSHV SULQFLSDOHV )LJXUH 
3UHPLqUHPHQW OH SHSWLGH ORQJ GH  DPLQpV GRQW OD VpTXHQFH HVW ©4/(/1 (57&5
&'.355ªDpWpLQMHFWpSDUYRLHLQWUDGHUPLTXHSXLVDSUqVMRXUVOHVpUXPGHODSLQDpWp
WHVWpHWPRQWUDLWXQHERQQHUpDFWLYLWpSRXUOHUHFRPELQDQW9(*)8QHVHFRQGHLQMHFWLRQGX
SHSWLGH FRXUW ©&'.355ª D pWp UpDOLVpH DILQ G¶DFFURLWUH OD VSpFLILFLWp GH O¶DQWLFRUSV /HV
ODSLQVRQWpWpVDFULILpVDXERXWGHMRXUV OHVVpUXPVRQWpWpUpFXSpUpVHW LPPXQRSXULILpV
1RV WHVWVVXU O¶DQWLFRUSVRQWPRQWUpTX¶LOpWDLWELHQVSpFLILTXHGX9(*) ILJXUH%HW
TX¶LOQHFURLVDLWSDVDYHFOH9(*)E&HSHQGDQWODSUHPLqUHLPPXQLVDWLRQD\DQWpWpRSpUpH
HQXWLOLVDQWOHSHSWLGHORQJGRQWODVpTXHQFHHVWFRPPXQHjFHUWDLQHVLVRIRUPH9(*)[[[LOHVW
DSSDUXTXHFHWDQWLFRUSVUHFRQQDLVVDLWDXVVL OH9(*))LJXUH&PDLVSDV OH9(*)
TXL QH FRQWLHQW SDV O¶H[RQ )LJXUH &$ O¶LQYHUVH O¶DQWLFRUSV DQWL9(*)E HVW ELHQ
VSpFLILTXHGXUK9(*)E

ϭϮϳ

 
 
Figure 322UJDQLJUDPPHG¶LPPXQLVDWLRQGHVODSLQVSRXUO¶REWHQWLRQGHO¶DQWLFRUSV9(*)165. 
 
8QH IRLV FHW RXWLO DFTXLV QRWUH SUHPLqUH GpPDUFKH D pWp GH YpULILHU VL O¶H[SUHVVLRQ GX
VEGF165 était aussi affectée par le traitement au BVZ, et si notre ARN interférent ciblant 
O¶LVRIRUPH9(*)165E pWDLW ELHQ VSpFLILTXH GH O¶LVRIRUPH9(*)165b. Nos résultats montrent 
TX¶HQUpSRQVHDX%9=VHXOHO¶H[SUHVVLRQGX9(*)165EHVWDXJPHQWpHHWTXHVRXVO¶DFWLRQGH
O¶$51 LQWHUIpUHQW QHXWUDOLVDQW OH 9(*)165E O¶H[SUHVsion du VEGF165 Q¶HVW SDV DIIHFWpH
(Figure 33-D).  
 
 
 
 
 
 
128 
 


)LJXUH   7HVWV GH UpDFWLYLWp GH O¶DQWLFRUSV DQWL9(*) $1RXV DYRQV WHVWp OD UpDFWLYLWp
FURLVpHGHO¶DQWL9(*)0$%GHFKH]5	'6\VWHPV%1RXVDYRQVWHVWpSDUZHVWHUQEORWOD
UpDFWLYLWp FURLVpH GH O¶DQWL9(*) DYHF OH 9(*)E & 1RXV DYRQV WHVWp SDU ZHVWHUQEORW OD
UpDFWLYLWpFURLVpHGHO¶DQWL9(*)DYHFOHVLVRIRUPHV9(*)HW9(*)GHODPrPHIDPLOOH'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:HVWHUQEORW UpDOLVp VXU GHV H[WUDLWV GH FHOOXOHV + WUDLWpH RX QRQ DX %9= SHQGDQW K HW
WUDQVIHFWpHVDYHFVRLWXQVL$51FRQWU{OHVRLWXQVL$51FLEODQWOH9(*)E
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Discussion générale  
 
 
 
 
 
I. Expression des isoformes VEGFxxx/VEGFxxxb dans les 
tumeurs humaines : rôle dans la progression des CBnPCs 
 
  
I.1. Les isoformes du VEGFxxxb : un rôle et une existence controversés 
 
Depuis leur découverte en 2002, les isoformes VEGFxxxb ont suscité de nombreux 
questionnements principalement concernant leurs fonctions biologiques. Leurs effets sur les 
cellules endothéliales ont été largement décrits, leur rôle en tant que régulateurs de 
l’angiogenèse a donc immédiatement capté l’intérêt de la communauté scientifique qui a vu 
dans ces isoformes un traitement potentiel pour des pathologies résultant de troubles de 
l’angiogenèse ou pour celles hautement dépendantes de ce processus. Cependant, pour 
certains, la question de leur existence et de leur réelle fonction anti-angiogénique se pose 
toujours. Notamment, leur existence chez la souris et le rat demeure controversée puisque très 
peu d’études ont analysé leur statut chez ces animaux  (Ergorul et al., 2008 ; Artac et al., 
2009 ; Zhao et al., 2011). Une des explications à la difficulté à détecter ces isoformes chez les 
rongeurs pourrait être liée au fait que la balance d’expression entre les isoformes VEGFxxxb et 
VEGFxxx augmente au cours de l’évolution entre les souris, lapins, singes et humains (Xu et 
al., 2011). Un autre souci concernant la détection de ces isoformes repose sur le peu d’outils 
actuellement disponibles pour les détecter. Les principales techniques décrites jusqu’à présent 
sont l’amplification spécifique des transcrits VEGFxxxb par RT-PCR ou RT-QPCR en utilisant 
des amorces spécifiques de l’exon 8b ou de l’extrémité 3’UTR, et des études par ELISA, 
immunohistochimie ou western blot en utilisant le seul anticorps anti-VEGF165b commercial 
disponible. Concernant la détection de ces isoformes par RT-PCR ou RT-qPCR, Harris et 
collaborateurs ont rapporté leur difficulté à amplifier spécifiquement les transcrits VEGFxxxb 
en raison du mésappariement des primers sensés détecter spécifiquement les transcrits 
VEGFxxxb sur les transcrits VEGFxxx (Harris et al., 2012). Ils ont aussi remis en question la 
détection protéique des isoformes VEGFxxxb et notamment chez la souris. Comme discuté par 
Bates ensuite en réponse à ce papier provocateur (Bates et al., 2013), la difficulté de détecter 
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spécifiquement les transcrits VEGFxxxb par PCR pourrait dépendre des primers utilisés, des 
conditions d’amplification mais aussi de différence de structures de l’extrémité 3’UTR entre 
les transcrits VEGFxxx et VEGFxxxb. Au cours de nos études, nous avons nous aussi eu du mal 
à reproduire des variations concernant la détection spécifique des transcrits VEGFxxxb. C’est 
pourquoi, nous nous sommes finalement axés sur l’analyse du VEGF165b par western-blot, 
immunohistochimie ou ELISA en utilisant l’anticorps anti-VEGF165b commercialisé par 
R&D. Nous avons d’abord vérifié que cet anticorps reconnaissait spécifiquement la protéine 
recombinante VEGF165b mais pas la protéine recombinante VEGF165 par western blot. Par ces 
différentes techniques, nous avons ensuite pu détecter une expression de la protéine VEGF165b 
dans les extraits cellulaires et des surnageants de différentes lignées cellulaires dérivées de 
CBnPCs, mais aussi « in situ » dans les CBnPCs. De plus, l’utilisation d’un ARN interférent 
ciblant spécifiquement le transcrit VEGF165b au niveau de la jonction exon 7 / exon 8b nous a 
permis de montrer une diminution spécifique de l’isoforme VEGF165b détectée par l’anticorps 
anti-VEGF165b. Néanmoins, là encore, des questions restent posées. En effet, nous avons 
observé des différences entre la détection du VEGF165b par ELISA et par western blot, 
principalement dans les clones surexprimant l’isoforme VEGF165b. En effet, dans ces clones, 
et comparativement aux clones contrôle, les concentrations de VEGF165b détectées par ELISA 
dans les surnageants sont très importantes, mais l’augmentation de la protéine détectée par 
western blot dans les extraits cellulaires bien que significative l’est moins. Une des 
possibilités pourrait être que la majorité du VEGF165b produit dans ces clones est sécrétée. 
Une autre possibilité est une variabilité de détection conditionnée par l’utilisation de 
techniques non dénaturantes (ELISA) ou dénaturantes (western-blot). Bien que nos travaux 
démontrent l’existence du VEGF165b dans les CBnPCs, confirmant ainsi d’autres études 
parues dans d’autres modèles tumoraux, ils renforcent néanmoins la nécessité de développer 
de nouveaux outils pour l’étude spécifique de ces isoformes. 
 
Parallèlement à l’existence des isoformes VEGFxxxb, une autre controverse est basée sur la 
réalité de leur activité anti-angiogénique. Ainsi, Catena et collaborateurs ont proposé que 
l’isoforme VEGF165b ne soit pas anti-angiogénique mais moins pro-angiogénique que 
l’isoforme VEGF165 (Catena et al., 2010). Dans notre travail, nous n’avons pas étudié l’effet 
de l’isoforme VEGF165b sur les cellules endothéliales. Par contre, nous avons pu montrer que 
des clones surexprimant le facteur d’épissage SRSF6 et produisant plus de VEGF165b 
prévenaient la capacité de cellules HUVEC à former des néotubes en matrigel. Ces clones 
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surexprimant sans doute bien d’autres facteurs que le VEGF165b, il serait intéressant de 
réitérer ces expériences en neutralisant par ARN interférence l’expression du VEGF165b. De 
plus, dans une étude précédente, nous avions montré chez la souris nude que des xénogreffes 
dérivées de cellules surexprimant la protéine SRSF2 et donc l’isoforme VEGF165b étaient 
moins néo-angiogéniques que les tumeurs contrôle (Merdzhanova et al., 2010). Pris ensemble, 
ces résultats vont donc dans le sens d’un effet anti-angiogénique de l’isoforme VEGF165b. 
Pourtant, malgré cet effet anti-angiogénique, nous avons montré qu’à plus long terme les 
tumeurs surexprimant SRSF6 poussent plus vite. A la fin de l’expérience, nous n’avons pas 
observé de différence entre les tumeurs contrôle et les tumeurs surexprimant SRSF6 en ce qui 
concerne leur néovascularisation, quantifiée par marquage CD31 ou a-SMA. Ces résultats 
suggèrent que la croissance accélérée de ces tumeurs n’est pas liée à un effet sur 
l’angiogenèse. Comme nous le discuterons plus loin, l’activité anti-angiogénique anti-
tumorale du VEGF165b pourrait donc être surpassée par une activité pro-proliférative pro-
tumorale, expliquant les controverses existant entre certaines études rapportant soit un effet 
anti-angiogénique ou moins pro-angiogénique. De plus, ces effets du VEGF165b sur 
l’angiogenèse et/ou la prolifération des cellules tumorales pourraient expliquer pourquoi l’on 
observe soit une diminution, soit une augmentation de son expression dans certaines tumeurs, 
comparativement aux tissus sains.  
 
 
I.2. Quelles sont les isoformes VEGFxxx qui sont réellement exprimées dans 
les cancers du poumon ? 
 
Comme décrit précédemment, les outils disponibles jusque là, ne permettaient pas de faire la 
distinction entre les variants issus de l’épissage alternatif au niveau de l’exon 8 du VEGF-A. 
De plus, jusqu’alors, la plupart des études réalisées par immunohistochimie dans les tumeurs 
humaines utilisaient un anticorps anti-pan VEGF-A (principalement anticorps A20, Santa 
Cruz) reconnaissant toutes les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb. On ne sait donc pas encore 
quelles sont les isoformes VEGFxxx réellement exprimées à l’échelle protéique dans les 
cellules de CBnPCs. De façon importante, nous avons montré par immunohistochimie dans 
notre série de CBnPCs que l’expression du VEGF-A total ne corrélait pas avec l’expression 
du VEGF165b, indiquant la nécessité de développer des outils spécifiques à chacune des 
isoformes. Sur la base de l’étude des ARNs, des modèles mathématiques prédictifs 
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récemment publiés suggèrent que les CBnPCs exprimeraient majoritairement l’isoforme la 
plus diffusible, le VEGF121, au détriment des isoformes VEGF165 et VEGF189 (Vempati et al. 
2013). Ces prédictions sont impossibles à vérifier pour l’instant, car nous ne disposons pas 
d’anticorps capables de détecter spécifiquement le VEGF121. Bien que l’on ne connaîsse pas 
exactement la corrélation existant entre le niveau d’expression des transcrits VEGFxxx et le 
niveau d’expression des protéine VEGFxxx, ces prédictions vont aussi dans le sens de nos 
expériences « in vitro » démontrant que l’isoforme VEGF165 induit l’apoptose de cellules 
d’adénocarcinomes pulmonaires. Cependant, nous avons obtenu des résultats préliminaires 
avec l’anticorps que nous avons développé et qui reconnaît spécifiquement les isoformes 
VEGF165 et VEGF189. Nous avons pu constater que l’expression de l’isoforme VEGF165 était 
effectivement très faible dans les cellules d’adénocarcinomes pulmonaires comparativement 
aux autres sous-types histologiques. Paradoxalement, ce sont les adénocarcinomes qui 
montrent les niveaux les plus élevés de VEGFtotal. Ce qui signifie que le VEGF165 ne constitue 
qu’une fraction minoritaire du VEGF-A exprimé par nos modèles cellulaires et que, 
contrairement à ce qui a été décrit dans d’autres types de cancers, la signalisation dépendante 
de cette isoforme ne serait pas impliquée dans la promotion des adénocarcinomes 
pulmonaires. Un des objectifs dans la poursuite de ce travail serait donc d’étudier dans la 
même série de CBnPCs que celle que nous avons étudiée, l’expression des isoformes 
VEGF165 et VEGF189. Plus généralement, une étude plus approfondie de l’expression des 
différents variants d’épissage du VEGF-A dans différents modèles tumoraux permettrait de 
savoir quelles isofomes sont réellement exprimées dans les tumeurs et de pouvoir évaluer leur 
contribution réelle dans le développement tumoral.  
 
 
I.3. Un switch entre les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb : au delà du switch 
angiogénique 
 
Du fait de son action inhibitrice de l’angiogenèse, l’expression du VEGF165b a été associée à 
un bon pronostic dans certains types tumoraux. D’ailleurs, lors d’une précédente étude, nous 
avions démontré que des xénogreffes dérivées de CBnPCs et exprimant des niveaux élevés de 
VEGF165b ont une néovascularisation diminuée (Merdzhanova et al., 2010). Cependant, dans 
cette étude, nous ne nous étions intéressés qu’à la phase précoce d’établissement des tumeurs 
(7 jours après le début de la prise tumorale). En contre partie, les résultats de la présente étude 
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démontrent que le VEGF165b favorise à plus long terme le développement des tumeurs de 
CBnPCs, et ce de manière indépendante de l’angiogenèse. « In situ », dans les 
adénocarcinomes pulmonaires, nos résultats démontrent aussi que l’expression élevée de cette 
isoforme serait délétère puisqu’elle est associée à l’envahissement ganglionnaire. Nous 
proposons que cet effet du VEGF165b, dans la promotion et dans la progression tumorale à 
travers une action autocrine et de façon indépendante de l’angiogenèse, est lié au fait que les 
cellules de CBnPCs sont caractérisées par l’expression concomitante des récepteurs VEGFR1 
et VEGFR2, ainsi que de celles des corécepteurs NRP1 et NRP2. Cette particularité des 
CBnPCs pourrait impliquer que les effets du VEGF165b soient prédominants sur la boucle de 
signalisation autocrine, ce qui fait de lui un facteur important de survie et de prolifération des 
cellules tumorales. L’action du VEGF165b aurait donc une importance moindre dans  le cadre 
d’une signalisation paracrine faisant passer son rôle de facteur anti-angiogénique au second 
plan dans le développement des adénocarcinomes pulmonaires. 
 
Dans les adénocarcinomes pulmonaires, le VEGF-A est capable de stimuler sa propre 
expression à travers une signalisation dépendante des voies VEGFR2/mTOR (Chatterjee et 
al., 2013). Dans cette étude, un  taux plus élevé de VEGF lié au VEGFR2 a été détecté dans 
les cellules des tumeurs les plus vascularisées « in situ ». Cependant, l’isoforme du VEGF-A 
réellement lié au VEGFR2 dans ce contexte n’a pas été caractérisée. De façon intéressante, 
dans la même étude, les auteurs ont observé que le traitement des cellules dérivées 
d’adénocarcinomes pulmonaires par le VEGF165 inhibait l’activation des voies AKT et ERK, 
alors qu’un inhibiteur pharmacologique du VEGFR2 activait ces mêmes voies. Ces résultats 
démontrent que, bien que l’isoforme VEGF165 soit nécessaire à l’établissement d’un réseau 
vasculaire à travers son action paracrine promotrice de la survie et de la migration des cellules 
endothéliales, ses effets autocrines semblent aller dans le sens inverse. Les résultats de cette 
étude sont en accord avec les nôtres qui démontrent que le VEGF165 induit une diminution de 
la phosphorylation de ERK et de p38MAPK. Dans une autre étude, réalisée dans les 
carcinomes pulmonaires squameux, de hauts niveaux de VEGF-A associés à de hauts niveaux 
d’expression des VEGFR1 et VEGFR2 représentent un facteur de bon pronostic (Pajares et 
al., 2012). Les résultats découlant de ces deux études montrent d’une part, que l’isoforme 
VEGF165 n’exerce pas uniquement des fonctions prolifératives dans les tumeurs, et d’autre 
part, que l’expression de cette isoforme dans des cellules possédant les VEGFRs n’est pas 
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forcément délétère pour les patients. Ces résultats sont en accord avec la fonction pro-
apoptotique sur les cellules d’adénocarcinomes pulmonaires que lui attribuent nos résultats.  
 
Finalement, comment réconcilier tous ces résultats montrant un effet pro-angiogénique et 
anti-tumoral du VEGF165 et un effet anti-angiogénique et pro-tumoral du VEGF165b ? Une 
théorie qui permettrait d’expliquer les effets différentiels exercés par les deux familles 
d’isoformes sur les cellules endothéliales et sur les cellules tumorales serait celle d’un 
« switch » entre isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb au cours de la progression tumorale (Figure 
34 ). Le rôle pro-angiogénique du VEGF165 sur les cellules endothéliales est aujourd’hui bien 
établi. Ainsi, les résultats de Chatterjee et collaborateurs montrent qu’une signalisation 
autocrine contrôlée par cette isoforme et active dans les cellules tumorales exprimant de hauts 
niveaux de VEGFR2 est requise pour l’établissement d’un réseau vasculaire tumoral « in 
vivo ». Chronologiquement, les tumeurs commencent dans une première phase par mettre en 
place un réseau vasculaire leur permettant de croître. Pour cela, elles exprimeraient 
majoritairement l’isoforme VEGF165, ce qui permettrait d’une part, d’induire la prolifération 
et la migration des cellules endothéliales ainsi que l’organisation des vaisseaux, et d’autre 
part, d’induire une phase de quiescence tumorale à travers une inhibition de la prolifération 
des cellules tumorales mediée par une inhibition de la signalisation dépendante des VEGFRs. 
Par la suite, une fois le réseau vasculaire établi et dans une seconde phase du développement 
tumoral, le switch des isoformes ferait pencher la balance en faveur de l’isoforme VEGF165b. 
Il n’est pas impossible que d’autres isoformes VEGFxxx prennent alors le relai de l’isoforme 
VEGF165 à ce stade. Parallèlement, l’isoforme VEGF165b va induire la prolifération des 
cellules d’adénocarcinomes pulmonaires à travers l’activation d’une boucle de signalisation 
autocrine dépendante des VEGFRs. Nous possédons au laboratoire un modèle murin 
développant des adénocarcinomes pulmonaires, le modèle KRasV12. Dans ce modèle, il 
serait donc intéressant de rechercher l’existence d’un tel « switch » au cours du 
développement tumoral et notamment de comparer les niveaux d’expression des isoformes 
VEGF165 et VEGF165b dans les lésions prénéoplasiques. Comme discuté précédemment, le 
problème qui se pose à cette étape est celui de l’utilisation d’un anticorps anti-VEGF165b 
relevant chez la souris. 
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Figure 34. Rôle du « switch » entre les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb au cours du 
développement tumoral. (a) Durant les premières phases de l’établissement de la tumeur, les cellules 
tumorales sécrètent de manière préférentielle les isoformes pro-angiogéniques VEGFxxx. Ces 
isoformes jouent un rôle central dans le développement du réseau vasculaire et maintiennent les 
cellules tumorales dans un état de croissance ralentie en inhibant les voies de prolifération. Le 
VEGF165 entretient cette signalisation en favorisant son expression par la voie VEGFR2/mTOR. (b) La 
seconde phase consiste en la mise en place d’une signalisation autocrine contrôlée par l’isoforme 
VEGF165b. Cette signalisation autocrine permet aux cellules tumorales de proliférer et donc à la 
tumeur de croitre et de survivre sans étendre le réseau vasculaire pré-établi.  
 
 
L’identification des facteurs moléculaires qui contrôlent ce « switch » est aussi une question 
très importante. Nous montrons que les facteurs d’épissage de la famille des protéines SR, 
SRSF2 et SRSF6, favorisent l’expression du VEGF165b dans nos modèles cellulaires. Nous 
avons aussi décrit que les facteurs d’épissage SRSF2 et SRSF6 étaient surexprimés dans les 
carcinomes pulmonaires (Gout et al., 2012 et données non publiées). Il serait donc intéressant 
de déterminer à quels stades des lésions prénéoplasiques cette surexpression surviendrait-elle.  
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II. Isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb : des signalisations distinctes, 
des partenaires distincts 
 
II.1. VEGF165b : il signalise dans les cellules tumorales dérivées de CBnPCs   
  
Nos modèles cellulaires expriment les deux récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 et nos résultats 
montrent que le VEGF165b est capable d’activer les deux. Nous pensons que cette activation 
concomitante est importante pour les activités du VEGF165b que nous détectons en aval. Dans 
les tumeurs, nous n’avons pas pu, faute d’anticorps anti-phospho-VEGFR2 fonctionnant en 
IHC, détecter la forme phosphorylée du VEGFR2. A l’inverse, nous avons montré une 
accumulation de P-VEGFR1(Tyr1213) et corrélée cette accumulation au statut du VEGF165b. 
Bien que dans les cellules endothéliales, le VEGFR2 soit le récepteur principal transduisant le 
signal, nous montrons donc une activation du VEGFR1 dans les cellules tumorales 
pulmonaires. De façon intéressante, une collaboration du VEGFR1 avec d’autres récepteurs à 
activité tyrosine kinase comme l’EGFR et le corécepteur NRP1 a déjà été décrite dans 
d’autres types de tumeurs, où une boucle de signalisation autocrine VEGF/VEGFR/EGFR a 
été identifiée (Lichtenberger et al 2010). Dans la mesure où nos modèles cellulaires H358 et 
H1299 expriment un EGFR sauvage, il pourrait être intéressant de regarder l’activation de 
l’EGFR en réponse au VEGF165b. Une autre question soulevée par nos résultats est pourquoi 
le VEGF165b active les 2 récepteurs : agissent-ils de façon synergique ou coopèrent-ils pour 
médier telle ou telle signalisation en aval ou promouvoir l’un la prolifération cellulaire, l’autre 
la survie ? Dans les cellules endothéliales, il a été montré que le VEGFR1 pouvait stimuler la 
trans-phosphorylation du VEGFR2 (Autiero et al., 2003). De plus, une hétérodimérisation des 
récepteurs VEGFR1/VEGFR2 a été décrite (Cudmore et al., 2012). Pour l’instant, ces 
hétérodimères n’ont pas été observés dans les tumeurs. Nous nous sommes donc demandé si 
des complexes VEGFR1/VEGFR2 ne seraient pas impliqués dans les effets différentiels 
induits par le VEGF165 et le VEGF165b dans nos modèles. Bien que nos expériences de co-
immunoprécipitation ne nous permettent pas de conclure, nous avons obtenu des résultats 
préliminaires suggérant qu’une hétérodimérisation entre le VEGFR1 et le VEGFR2 pourrait 
se produire dans les cellules de CBnPCs. De façon importante, ces deux récepteurs semblent 
capables de s’hétérodimériser de manière plus importante en réponse au VEGF165b qu’en 
présence de VEGF165. Les rôles respectifs de l’activation du VEGFR1 et du VEGFR2, ainsi 
que l’impact de tels dimères dans nos modèles cellulaires restent à déterminer. Des 
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expériences avec des inhibiteurs ou des ARN interférents spécifiques de chaque récepteur 
permettraient d’apporter quelques réponses quant aux fonctions exactes de chaque récepteur 
dans les tumeurs. 
 
 
II.2. VEGF165b : des partenaires distincts pour signaliser plus longtemps   
 
L’un des faits le plus marquants de notre étude est l’induction d’une signalisation prolongée 
dépendante des VEGFRs après traitement au VEGF165b. Cette différence de signalisation 
entre les deux isoformes VEGF165 et VEGF165b pourrait être due à des variations de trafic 
intracellulaire puisque l’internalisation des VEGFR semble importante pour leur activation, 
et/ou à des variations dans l’association des récepteurs avec différents partenaires. En effet, il 
a été montré, dans les cellules endothéliales, que le trafic intracellulaire du VEGFR2 après 
activation par un ligand capable de se lier à la NRP1, comme le VEGF165, passait par son 
internalisation dans les vésicules d’endocytose Rab4 et Rab5 (Ballmer-Hoffer et al., 2011). Le 
récepteur est ensuite déphosphorylé et son recyclage à la membrane plasmique est assuré par 
les vésicules Rab11. Cependant, dans le cas des isoformes ne liant pas la NRP1, comme le 
VEGF165b, le VEGFR2 est internalisé dans les vésicules Rab4 et Rab5 mais ne subit pas de 
recyclage membranaire et est orienté vers la dégradation par le protéasome via les vésicules 
Rab7. Cela implique que la signalisation induite par le VEGFR2 présent dans les vésicules 
Rab7 ne s’achève que lorsque ce récepteur est dégradé. Ces résultats pourraient expliquer 
pourquoi le VEGF165b signalise moins efficacement et plus transitoirement que l’isoforme 
VEGF165 dans les cellules endothéliales. Ces mécanismes identifiés dans les cellules 
endothéliales peuvent-ils être extrapolables aux cellules tumorales qui possèdent ce set de 
récepteurs ? Nous avons montré dans nos modèles cellulaires une accumulation des récepteurs 
VEGFR1 et VEGFR2 sous forme phosphorylée 72 heures, voir même 6 jours après l’addition 
de rhVEGF165b. Ces résultats suggèrent que le pool de VEGFR1 et/ou VEGFR2 activé 
demeure élevé longtemps dans les cellules tumorales traités par cette isoforme, et que d’autres 
voies de signalisation prennent sans doute le relai pour maintenir ces récepteurs sous forme 
phosphorylée. Cela semble être vrai aussi dans les CBnPCs puisque nous avons détecté 
l’accumulation de P-VEGFR1(Tyr1213) dans ces tumeurs. Nous n’avons pas étudié le trafic 
intra-cellulaire des récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 en réponse au VEGF165b dans nos 
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modèles cellulaires mais il serait peut-être important de le faire afin de mieux comprendre les 
mécanismes moléculaires impliqués dans le maintien de cette phosphorylation.  
 
Nous avons observé que le VEGF165b maintient principalement la phosphorylation du 
VEGFR2 sur son résidu (Tyr1214) et conduit aussi à l’activation de la p38 MAPK. De façon 
intéressante, ce profil d’activation a été décrit dans les cellules endothéliales en réponse à un 
ligand VEGF165 couplé à la matrice, et est marqué par la formation de complexes physiques 
entre l’intégrine β1 et le VEGFR2 (Chen et al.,2010). Nous nous sommes donc demandé si 
une interaction VEGFRs/intégrine ne pourrait pas être à l’origine de ces phosphorylations 
prolongées. Des données récentes ont montré que l’intégrine β1 était impliquée dans la 
signalisation dépendante des VEGFRs dans les cellules tumorales (Chen et al.,2010). Par 
ailleurs, il a été montré que dans les cellules de glioblastomes présentant une résistance au 
BVZ, l’expression de l’intégrine β1 était augmentée (Jahangiri et al., 2014). Nous avons 
essayé de co-immunoprécipiter des complexes VEGFR2/intégrine β1, VEGFR2/NRP1 ou 
VEGFR2/NRP2 dans nos cellules en présence ou non de rhVEGF165b. Malheureusement, 
nous n’avons pas réussi à reproduire des résultats fiables. A l’inverse, nous avons observé une 
augmentation significative de l’expression protéique de l’intégrine β1 et de la NRP2 suite au 
traitement par le VEGF165b dans nos modèles cellulaires, et nous avons co-immunoprécipité 
des complexes intégrine β1/NRP2 dans les cellules traitées par le VEGF165b. Parallèlement, 
en réponse au VEGF165b, nous avons observé une activation plus importante de l’intégrine β1 
suggérant qu’elle aurait une fonction clé dans les effets précédemment décrits. De façon 
intéressante, des interactions intégrine β1/NRP2 ont été impliquées dans l’initiation des 
cancers mammaires (Goel et al., 2013). Dans les modèles cellulaires de CBnPCs, nos résultats 
montrent que l’activation de cette intégrine participe à la formation de fibres de stress 
d’actine. De la même façon, la NRP2 semble importante pour la formation de ces fibres, qui 
pourraient favoriser la migration des cellules tumorales. En plus de jouer un rôle dans la 
migration des cellules endothéliales (Reymond et al., 2012), l’intégrine β1 exprimée par les 
cellules endothéliales permet de promouvoir le potentiel métastatique des cellules tumorales 
exprimant la NRP2 à leur surface, en leur permettant d’effectuer une extravasation (Cao et al., 
2013). Combiné à ces études, nos résultats identifient donc une signalisation activée par le 
VEGF165b mettant en jeu l’activation des VEGFR1 et VEGFR2, la formation de complexes 
intégrines b1/NRP2 et une modification de la polymérisation du cytosquelette d’actine dans 
les cellules de CBnPCs, l’ensemble de ces modifications étant susceptibles de médier un 
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phénotype plus invasif. De manière intéressante, l’intégrine β3 semble aussi jouer un rôle 
dans la réponse au VEGF165b. Cependant, sa neutralisation n’impacte que sur la formation des 
fibres de stress et non sur l’étalement des cellules en réponse au BVZ. Les deux intégrines b1 
et b3 n’auraient donc pas les mêmes fonctions dans notre système. 
 
Nous n’avons pas encore déterminé avec exactitude la manière avec laquelle les VEGFRs 
communiquent avec la signalisation dépendante de l’intégrine β1, mais nous savons que dans 
ce processus, les NRPs et notamment la NRP2, agissent en formant des complexes physiques 
avec cette intégrine. En plus, d’activer directement les VEGFRs en se liant à eux, les 
intégrines peuvent aussi séquestrer les NRPs, et donc entrer en compétition avec les VEGFRs 
et réguler ainsi leur signalisation. Elles peuvent aussi activer des voies parallèles qui 
coopèrent avec les voies activées par les VEGFRs. A ce stade de nos résultats, nous pourrions 
donc proposer quatre mécanismes par lesquels le VEGF165b pourrait agir sur la signalisation 
VEGFR2 et/ou intégrine b1 (Figure 35). La première possibilité serait que l’activation par le 
VEGF165b de la signalisation dépendante du VEGFR2 induise une activation dite « inside-
out » de l’intégrine β1 associée à la neuropiline 2. Une deuxième hypothèse serait que 
l’intégrine β1 s’associe au VEGFR2 et que la liaison du VEGF165b induise l’activation de 
l’ensemble du complexe. Une autre possibilité serait que, sans forcement former de complexe 
ternaire avec une NRP et le VEGFR2, le VEGF165b active le VEGFR2 qui s’associerait à une 
NRP, et que l’activation du récepteur induirait une activation « inside-out » de l’intégrine β1. 
Enfin, des cas d’activation directe de l’intégrine β1 suite la liaison du VEGF-A ont été décrits.  
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Figure 35. Mécanismes d’activation potentiels de l’intégrine β1 suite à la liaison du VEGF165b. 
(a) activation « inside-out » de l’intégrine β1 par le complexe VEGF165b/VEGFR2, (b) activation du 
complexe intégrine β1/VEGFR2 par le VEGF165b. (c) activation de l’intégrine β1 par le complexe 
VEGFR2/NRP après liaison du VEGF165b au VEGFR2, ces interactions n’impliquent pas la formation 
de complexes ternaires ligand/VEGFR/NRP. (d) activation directe de l’intégrine β1 suite à la liaison 
du VEGF165b. Cette capacité à lier directement le VEGF-A n’a pour l’instant été observée que pour 
l’intégrine α9β1. Ce modèle est présenté pour le VEGFR2 mais pourrait aussi s’appliquer au VEGFR1. 
  
 
 
Dans notre modèle, il est aussi possible qu’une signalisation dépendante de l’intégrine b1 
agisse en retour sur la signalisation des VEGFRs. Une telle hypothèse repose sur certains de 
nos résultats montrant que la neutralisation de l’intégrine β1 par ARN interférence induit une 
augmentation considérable de la phosphorylation du VEGFR1(Tyr1213). Cela implique qu’en 
absence de ligand, l’intégrine β1 aurait un effet inhibiteur sur le VEGFR1. L’une des 
hypothèses qui permettrait d’expliquer cet effet serait qu’en présence d’intégrine β1 et en 
absence de ligand, les NRPs 1 et 2 se retrouvent séquestrées par celle-ci et donc incapable 
d’interagir avec le VEGFR1. La neutralisation de l’expression de l’intégrine β1 par un ARN 
interférent spécifique permettrait la libération de ces NRPs et leur interaction avec le 
VEGFR1.  
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A ce stade de nos travaux,  nos résultats suggèrent que les NRPs jouent un rôle important dans 
nos modèles cellulaires. Ces résultats « in vitro » sont confortés par nos résultats « in situ » 
dans les tumeurs puisque nous avons retrouvé une corrélation entre l’expression du VEGF165b 
et l’expression de la NRP1, mais plus significativement de la NRP2. De manière surprenante, 
nous révélons une fonction compensatoire entre les deux NRPs, de telle sorte que lorsque 
l’expression de l’une est altérée, l’expression de l’autre est augmentée. Cet effet redondant de 
la neutralisation des NRP1 ou 2 pourrait remettre en question l’utilisation d’agent ciblant les 
NRPs dans le traitement de CBnPCs. Cette question est de première importance d’autant, qu’à 
l’heure actuelle, des essais de phase I/II sont en cours pour tester l’effet d’un anticorps anti-
NRP1 couplés ou non au paclitaxel et au BVZ. Il est fort probable que l’inhibition de la 
signalisation induite par les NRPs puisse avoir des conséquences différentes de celles 
observées après l’inhibition de leur expression. Des expériences doivent être initiées dans ce 
sens, car si une redondance de fonction est observée dans ce contexte, cela rendrait les 
traitements anti-NRPs inutiles dans le cadre des traitements de CBnPCs. 
 
 
 
III. Boucle autocrine dépendante des VEGFxxxb dans les 
CBnPCs : un rôle dans la réponse aux thérapies anti-
angiogéniques 
 
 
Nos résultats montrent que le BVZ est capable d’activer une boucle autocrine de signalisation 
dépendante du VEGF165b en affectant l’équilibre initial des isoformes et en faisant basculer le 
ratio VEGF165b:VEGFtotal en faveur de l’isoforme VEGF165b. Le BVZ ne pouvant pas pénétrer 
dans les cellules, les mécanismes par lesquels il exerce ses effets sur les cellules tumorales ne 
sont toujours pas clarifiés. Dans nos modèles cellulaires, nous avons montré que le BVZ capte 
environ 70% du VEGF-A sécrété dans le surnageant. Dans la mesure où il a été montré que le 
VEGF-A était capable de réguler sa propre traduction (Chatterjee et al., 2013), ces résultats 
amènent à se demander si le VEGF-A pourrait aussi contrôler son épissage alternatif. La 
liaison du BVZ au VEGF-A pourrait modifier la signalisation intra-cellulaire à l’origine de cet 
épissage différentiel. Bien que nous n’ayons jamais regardé l’effet que pourraient exercer les 
ligands VEGF165 et VEGF165b sur l’expression des protéines SR, nos résultats préliminaires 
montrent qu’en réponse au BVZ mais aussi au SU5416, l’expression de certaines protéines 
SR est augmentée, notamment celles impliquées dans la génération des isoformes VEGFxxxb 
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comme SRSF2 ou SRSF6. A l’inverse, l’expression de SRSF1 impliquée dans la génération 
des isoformes pro-angiogéniques ne semble pas varier. Ces résultats suggèrent que le BVZ est 
capable d’activer une signalisation intra-cellulaire dans les CBnPCs qui modifie le statut de 
certains facteurs d’épissage. De façon importante, nous montrons aussi que les sels de platine 
utilisés seuls ou en association sont capables d’augmenter l’expression de l’isoforme 
VEGF165b. Il serait donc intéressant d’analyser dans nos modèles cellulaires l’impact de ces 
combinaisons de traitement sur l’expression et/ou l’activation des VEGFR, NRP et/ou 
intégrine b1. 
 
Nous montrons «in vitro» que le BVZ stimule la prolifération cellulaire, conduit à la sécrétion 
de métalloprotéases et à la sécrétion de cytokines, ainsi qu’entraîne un phénotype de transition 
épithélio-mésenchymateuse dans nos modèles cellulaires. Les effets du BVZ sur les cellules 
tumorales « in vitro » restent controversés. Une étude récente sur différentes lignées 
cellulaires tumorales, incluant des CBnPCs, n’a pas montré d’effet du BVZ sur la 
prolifération de ces cellules après 72 heures de traitement (Hein and Graver, 2013). A 
l’inverse, une autre étude a montré que l’exposition prolongée (3 mois) de cellules de cancer 
colorectal au BVZ entraînait l’activation du VEGFR1 et un phénotype plus migratoire (Fan et 
al., 2011). Cependant, dans ces 2 études, les concentrations de BVZ utilisées étaient de 
250µg/ml alors que nous montrons que dès 0.5µg/ml la quantité de VEGF-A total captée est 
maximale. Au cours de nos expériences « in vitro », nous avons travaillé à des doses de BVZ 
comprises entre 0,5 et 50 µg/ml et à des temps de traitement élevés. A la dose la plus élevée 
(50µg/ml), nous avons parfois observé un effet en cloche sur l’expression des différents 
acteurs de la voie VEGF165b/VEGFR. De plus, dans nos modèles cellulaires, nous n’avons 
observé l’augmentation du VEGF165b en réponse au BVZ qu’à partir de 72h de traitement. 
Cela semble indiquer que les cellules ont besoin d’un temps d’adaptation assez long pour 
mettre en place les mécanismes à la base du changement du ratio VEGF165b:VEGFtotal. Cela 
implique que la réponse des cellules tumorales au BVZ, « in vitro », pourrait dépendre de 
plusieurs facteurs comme le type cellulaire, les doses utilisées et les temps de traitement.  
 
De manière intéressante, dans une seconde phase de nos travaux, nous avons constaté que le 
BVZ induisait la formation de fibres de stress d’actine dans nos modèles de CBnPCs. A notre 
connaissance, c’est la première fois que ce type de phénotype est décrit en réponse au BVZ. 
Nous attribuons cet effet à l’augmentation du VEGF165b en réponse au BVZ, puisqu’un profil 
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similaire est observé lorsque ces cellules sont traitées au rhVEGF165b et que la neutralisation 
du VEGF165b par ARN interférence réverse ce phénotype dans les cellules traitées au BVZ. 
Nous montrons aussi que le BVZ augmente l’expression de l’intégrine b1 et des études sont 
actuellement en cours pour rechercher si cette intégrine est activée. De façon importante, une 
accumulation de l’intégrine β1 a récemment été impliquée dans la résistance des patients au 
BVZ dans les glioblastomes (Carbonell et al., 2013). Nos résultats étendent donc à un autre 
type tumoral l’implication de l’intégrine b1 dans la réponse au BVZ. Dans les glioblastomes, 
non seulement, l’inhibition de l’activité de cette intégrine potentialise l’effet des thérapies 
anti-angiogéniques mais elle réduit le potentiel invasif des tumeurs induit par le BVZ (Ishida 
et al., 2014). Nous montrons qu’une approche similaire pourrait être tout à fait pertinente dans 
les CBnPCs où nous observons que la combinaison du BVZ avec les chimiothérapies pourrait 
rendre les cellules résistantes à ces dernières.  
 
Un modèle de réponse au BVZ mettant en jeu différentes isoformes du VEGF-A a été 
récemment proposé (Lambrechts et al., 2013). Ce modèle est basé sur l’expression des 
isoformes solubles et des isoformes moins solubles qui agissent au niveau de différents sites 
(foyer tumoral ou action à distance de ce foyer sur les vaisseaux), pour permettre le 
développement tumoral en favorisant la mise en place d’un réseau vasculaire stable. Dans ce 
modèle, une expression élevée de l’isoforme VEGF121 la plus diffusible, et à l’inverse une 
expression faible des isoformes moins diffusibles VEGF165 et VEGF189 favoriseraient un 
profil angiogénique des tumeurs qui seraient donc plus sensibles au BVZ. Le rôle du 
VEGF165b dans ce cas là est celui d’une isoforme à activité anti-angiogénique dont de hauts 
niveaux d’expression seraient associés à une moins bonne réponse au BVZ (Bates et al., 
2012). Bien que ce modèle semble largement dépendant du type tumoral, nous proposons que 
la réponse des CBnPCs au BVZ pourrait aussi dépendre d’une signalisation autocrine 
contrôlée par le VEGF165b (figure 36). La croissance des ces tumeurs ne dépendrait plus de 
l’extension de leur réseau vasculaire, ce qui indiquerait que les tumeurs exprimant de hauts 
niveaux de cette isoforme seraient réfractaires au traitement par BVZ. Parallèlement, nous 
avons montré que les traitements anti-angiogéniques augmentaient l’expression de cette 
isoforme, ce qui à terme rendrait des tumeurs, au départ sensibles, résistantes à ces traitement. 
Jusqu’à présent, nous n’avions pas eu l’occasion de travailler sur des échantillons de patients 
ayant été traités pour valider ce modèle « in situ ». Nous venons d’avoir récemment accès à 
une quinzaine d’échantillons de sérum issus de patients pour lesquels on connaît la réponse et 
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prélevés avant et après traitement au BVZ combiné aux chimiothérapies. Bien que la 
pertinence du dosage sérique du VEGF-A demeure controversée en raison de son relargage 
par les plaquettes, il a été montré que les taux de VEGF-A plasmatiques n’étaient pas associés 
aux niveaux retrouvés dans les tumeurs, alors que les taux de VEGF-A sériques le sont au 
moins dans les carcinomes hépatocellulaires (Hegde et al., 2013). De plus, le taux sérique de 
VEGF165b ne semble pas corrélé au taux de plaquettes dans le sérum de patients atteints de 
CBnPC, il en est de même pour le VEGFtotal (Kim et al., 2013) . Nous allons initier le dosage 
par ELISA du VEGF-A total, du VEGF165 et du VEGF165b dans ces sérums de patients 
avant/après traitement. Le but de ces expériences sera d’évaluer l’impact de ces thérapies sur 
la sécrétion des différents isoformes du VEGF-A et de regarder, par la suite, l’existence d’une 
corrélation éventuelle avec la réponse des patients. 
 
 
 
 
 
Figure 36. Promotion de la signalisation autocrine dépendante du VEGF165b dans les CBnPCs 
par le BVZ. Le traitement par BVZ augmente le ratio VEGF165b:VEGFtotal par un mécanisme qui 
pourrait impliquer une modification de l’expression de certaines protéines SR. Le VEGF165b induit une 
signalisation autocrine dépendante des VEGFRs afin de promouvoir la prolifération, la survie et la 
résistance aux thérapies anti-angiogéniques et chimiothérapies. 
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IV. Le VEGF165b : un acteur de l’adaptation cellulaire en réponse aux 
thérapies anti-angiogéniques  
 
Il a été montré dans de nombreux modèles tumoraux que les résistances aux thérapies anti-
angiogéniques découlent aussi d’une adaptation des cellules à un environnement devenu 
hostile, souvent hypoxique, et reposent sur la mise en place par les tumeurs de mécanismes 
compensatoires leur permettant de survivre même en absence d’une signalisation 
VEGF/VEGFRs dépendante. Nous avons montré qu’une modulation de l’expression du 
VEGF165b dans les cellules de CBnPCs pouvait modifier leur résistance à l’hypoxie tout du 
moins « in vitro ». Ces résultats suggèrent que l’augmentation de cette isoforme en réponse au 
BVZ pourrait contribuer à l’échappement des tumeurs à l’hypoxie. On ne sait pas à l’heure 
actuelle si HIF-1 pourrait être impliqué dans la régulation du VEGF165b et/ou plus largement 
dans l’épissage du VEGF-A, mais nous avons observé qu’en réponse à l’hypoxie l’expression 
de la protéine SR, SRSF6 augmente dans nos modèles cellulaires. Combinées à l’effet du 
VEGF165b sur la résistance à l’apoptose induite par les sels de platine, nos données « in vitro » 
suggèrent que l’isoforme VEGF165b pourrait aussi participer à l’adaptation des tumeurs à 
l’environnement hostile généré par les thérapies anti-angiogéniques utilisées seules ou en 
combinaison avec les chimiothérapies. 
  
V. La signalisation autocrine dépendante des isoformes du VEGF-
A : rôle potentiel dans la résistance à d’autres thérapies ciblées.  
 
La surexpression ou l’activation constitutive de l’EGFR survient fréquemment dans les 
tumeurs humaines. Cette hyperactivation de l’EGFR résulte en une augmentation de la 
prolifération, de la survie et de la capacité de dissémination des cellules tumorales (Hynes et 
MacDonald, 2009). Ces effets induits par l’EGFR dans les cellules tumorales ont fait de ce 
récepteur une cible de choix dans le développement de thérapies ciblées. De ce fait, deux 
approches principales ont été adoptées. L’une consiste à bloquer le site de liaison du ligand au 
récepteur, principalement en utilisant des anticorps monoclonaux, on retrouvera dans cette 
catégorie des agents comme cetuximab et panitumumab. L’autre catégorie d’agents ciblant 
l’EGFR est représentée par de petites molécules à activité inhibitrice de tyrosine kinase (TKI). 
On y trouve notamment des molécules telles que gefitinib ou le lapatinib qui fixent le 
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domaine intra-cellulaire de l’EGFR et inhibent son activation. Les anticorps anti-EGFR sont 
spécifiques à leur cible contrairement aux EGFR TKIs, qui eux, inhibent aussi l’activité 
d’autres récepteurs. Cette propriété des TKI est d’autant plus intéressante qu’elle n’inhibe pas 
seulement l’activation des homodimères d’EGFR mais aussi l’activité d’hétérodimères entre 
l’EGFR et d’autres membres de la famille HER à laquelle appartient ce récepteur.  
 
De façon intéressante, des « cross-talks » entre les voies EGFR et VEGFR ont été identifiés.  
Ainsi, les cellules tumorales traitées à l’heréguline, ligand des récepteurs HER3/HER4, 
présentent une augmentation de l’expression du VEGF-A (Kumar et Yarmand-Bagheri, 
2001). Les EGFR TKIs tels que gefitinib et erlotinib, diminuent aussi l’expression du VEGF-
A (Ciardiello et al., 2001 ; Pore et al., 2006). Le fait que l’activité d’EGFR puisse impacter 
sur celle du VEGF-A, et vice et versa, fait de l’inhibition concomitante de ces deux 
signalisations une piste des plus intéressantes dans la recherche de thérapies anti-cancer. Des 
agents anti-EGFR/VEGFR ont donc été développés. Parmi ces agents multi-cibles, on 
retrouve le vandetanib qui a pour cible EGFR et VEGFR2 (Wedge et al., 2002) et le AEE788 
qui cible l’EGFR, HER2, VEGFR1 et VEGFR2. Dans ce contexte, une fonction surprenante 
des hétérodimères d’EGFR a été décrite. En effet, les anticorps ciblant EGFR ou HER2 
induisent une diminution de l’expression du VEGF-A (Petit et al., 1997). Les premières 
études précliniques qui se sont intéressées à la combinaison des thérapies ciblant la voie 
VEGF/VEGFR et celles ciblant l’EGFR ont montré des résultats encourageants (Ciardiello et 
al., 2000 ; Shaheen et al., 2001). Les résultats d’une étude menée sur des xénogreffes de 
cellules d’adénocarcinomes pulmonaires suggèrent que le blocage combiné des voies EGFR 
et VEGFR peut abroger la résistance primaire ou acquise aux EGFR TKIs (Naumov et al., 
2009). Cette approche n’a pas été testée chez les patients atteints de CBNPCs. Il est important 
de noter que la combinaison des anticorps ciblant l’EGFR et le VEGFR a été introduite en 
clinique sans passer par des tests précliniques (Punt et al., 2009). L’étude BOND2, consistant 
en des essais randomisés chez des patients atteints de cancers colorectaux en stades avancés, a 
montré des résultats prometteurs de la combinaison BVZ/cetuximab comparée au cetuximab 
seul (Saltz et al., 2007). Cependant, les résultats de l’étude CAIRO2 effectuée sur 1800 
patients, et étudiant la même combinaison BVZ/cetuximab, ont été très décevants avec une 
survie sans progression inférieure lorsque les patients sont  traités avec la combinaison 
BVZ/cetuximab additionnée de chimiothérapies en comparaison avec un traitement 
BVZ/chimiothérapie (Tol et al., 2009). 
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De la même façon l’hypothèse selon laquelle l’expression du VEGF-A serait capable 
d’affecter la réponse aux thérapies anti-EGFR est soutenue par les résultats in vivo et in vitro 
dans divers types tumoraux. Il a été montré que les cellules surexprimant le VEGF-A étaient 
résistantes aux anticorps ciblant l’EGFR  in vivo (Violoria-Petit at al., 2001). Ces mêmes 
résultats sont retrouvés dans les tumeurs du colon et de la prostate possèdant une résistance 
acquise au gefitinib ou au cetuximab et qui démontrent des niveaux plus élevés de VEGF-A 
(Bianco et al., 2008). De plus, des modèles de xénogreffes de CBnPCs ayant des résistances  
acquises à l’erlotinib démontrent des niveaux de VEGF-A plus élevés (Naumov et al., 2009). 
Ces études, bien que suggérant une implication du VEGF-A dans la résistance aux EGFR 
TKI, ne se sont pas intéressées aux variations des différents isoformes du VEGF-A. Il serait 
intéressant de rechercher les variations des niveaux des variants du VEGF-A dans ces mêmes 
modèles. Il faut noter que nos expériences n’ont montré aucune variation dans les niveaux 
d’expression et/ou de phosphorylation de l’EGFR suite au traitement par BVZ dans nos 
lignées d’adénocarcinomes pulmonaires présentant un EGFR sauvage. Il serait intéressant de 
le confirmer en utilisant un VEGFR TKI sur les mêmes lignées. Il serait aussi intéressant de 
tester l’effet du BVZ et/ou d’un VEGFR TKI sur des lignées présentant un EGFR muté. De 
manière intéressante, il semblerait que les intégrines β1 et β3 puissent aussi jouer un rôle dans 
la résistance aux thérapies ciblant EGFR. En effet, une étude récente a démontré que 
l’intégrine β1 serait impliquée dans la résistance aux EGFR TKIs via la promotion de l’EMT 
(Ju et Zhou, 2013). D’autre part, il a été montré qu’une activation de Src à travers l’intégrine 
αvβ3 augmente la résistance aux anti-IGF1R dans les cellules de CBnPCs (Shin et al., 2013). 
Cette étude suggère que la combinaison d’agents ciblant l’intégrine αvβ3 avec des anti-IGF1R 
pourrait rendre les cellules plus sensibles aux anti-IGF1R. Dans le contexte de ces études, il 
serait intéressant de rechercher une possible implication de la voie VEGF/VEGFR dans les 
résistances liées à une surexpression des intégrines β1 ou β3. 
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Low glucose microenvironment of normal kidney cells stabilizes!"
a subset of messengers involved in angiogenesis, including#"
VEGFA and HIF1A$"
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#"
ABSTRACT$+"
Since glucose is a mandatory nutrient for cell proliferation and renewal it is suspected that$!"
glucose microenvironment is sensed by all cell types to regulate angiogenesis. Several$#"
glucose-sensing components have been partially described. All mainly respond to high$$"
glucose levels, however little is known about the response to low glucose. Here we used well-$%"
differentiated isolated normal rat renal tubules under normal oxygenation conditions to assess$&"
the angiogenic response to low glucose. In apparent paradox, but confirming observations$'"
made separately in other models, high glucose but also low glucose increased mRNA level of $("
VEGFA. A subset of mRNAs such as FLK1, TIE-2, GLUT1, ALDOA, HIF1A and HIF2A $)"
were similarly glucose-sensitive. VEGFA and GLUT1 proteins responded shortly later,$*"
showing that VEGFA can be regulated by glucose in spite of normal oxygenation, and%+"
suggesting that normal tissue may participate in angiogenesis in the tumor environment.%!"
mRNAs responded to low glucose by increased stability and independently of HIF1A and%#"
HIF2A proteins. VEGFA mRNA has been described as stabilized by the RNA-binding%$"
(Poly(A)-Binding Protein) Interacting Protein PAIP2, known to allow translation of IRES-%%"
containing mRNAs. We further show that PAIP2 binds VEGFA and HIF1A mRNAs, which%&"
contain an IRES, that PAIP2 is glucose-sensitive, and that it is well-expressed in the%'"
cytoplasm of normal tubular cells surrounding tumors, suggesting that it might play a role in%("
low glucose sensing.%)"
%*"
&+"
Keywords: metabolism, glucose sensing, cancer, diabetes&!"
&#"
Abbreviations: VEGF/VPF: Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Permeability&$"
Factor (VEGFA, vegfa); VHL: protein product of the von Hippel-Lindau gene (VHL, vhl);&%"
HIF: Hypoxia-Inducible Factor, genes HIF1A (HIF1!, Hif1a), HIF2A (HIF2!, Hif2a),&&"
HIF3A (HIF3!, Hif3a); FLK1/VEGFR2: VEGF receptor 2 (also KDR, Kdr); TIE2:&'"
angiopoietin receptor (also TEK, Tek), GLUT 1: glucose facilitated transporter 1 (SLC2A1,&("
Slc2a1); PAIP2: poly(A) binding protein interacting protein 2 (PAIP2, Paip2). IRES:&)"
Internal Ribosome Entry Site.&*"
"'+"
'!"
$"
INTRODUCTION'!"
'#"
Since glucose is a mandatory nutrient for cell proliferation and renewal [1], it is suspected'$"
that glucose microenvironment is sensed by all cell types in order to regulate the pathways'%"
involved in these functions. Furthermore, as many cancer cells take up glucose with avidity'&"
and depend on this nutrient for their growth [2,3] in combination with using little or no ''"
oxygen, it has long been pointed that neoangiogenesis serves the purpose of providing'("
glucose rather than oxygen in tumors. Several glucose sensing components have been')"
partially described in different cell types, such as O-glycosylation of regulatory proteins [4],'*"
glucose sensing at the membrane level by GLUT2 [5], the AMPK/mTOR-dependent protein (+"
synthesis [6], and in liver the CHREBP/MONDOB transcription factor [7]. All of these(!"
respond mainly to high glucose levels, however little is known as to whether and how low(#"
glucose can induce a response to restore nutrient supply. Yet, as early as 1995, the group of ($"
Keshet had shown that the VEGFA/VPF (Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular(%"
Permeability Factor) is up regulated by low glucose (increased by shortage) in glial cell(&"
spheroids considered as stem cells, both at the mRNA level and at the protein level, through('"
mRNA stabilization [8,9]. In apparent contrast, in other organs such as kidney tubule and(("
retina, it is high glucose that has been mentioned to increase VEGFA transcript and protein()"
levels [10,11,12] (increased by abundance), and, in kidney tubule, hyperglycemia favors(*"
hypertrophy [13]. To date, the response of other angiogenic factors to low glucose remains)+"
unknown. )!"
)#"
The main known regulator of angiogenesis and energy metabolism in normal cells is the)$"
Hypoxia-Inducible Factor, HIF [14]. HIF binding to DNA induces the transcription of at least)%"
one hundred mRNAs involved in neoangiogenesis (VEGFA, PDGF, FLK1/VEGFR2, TIE2,)&"
the angiopoietin receptor…), in glycolysis (GLUT1, AldoA…) in extracellular matrix)'"
remodeling and in survival [15]. VEGFA and its main receptor VEGFR2/FLK1/KDR are)("
themselves involved in several other cell functions including vascular permeability, cell))"
division and survival, endothelium budding, but also endothelial cell migration [16].)*"
Moreover, it is now recognized that VEGF receptors, once believed to be restricted to*+"
endothelial cells, are expressed more widely [16]. Their regulator HIF contains two subunits,*!"
HIFA and HIFB, the former being sensitive to oxygen pressure at the level of its protein*#"
stability and of its transcriptional activity. Under normal oxygen content, HIFA is*$"
hydroxylated in its oxygen-dependent domain (ODD) by a HIF-prolyl hydroxylase [17]. The *%"
hydroxylated proline is recognized by the tumor suppressor VHL [18], causing HIF *&"
ubiquination and hence its degradation by the proteasome [19]. Under low oxygen or when*'"
VHL is defective such as in clear cell renal carcinoma, HIFA protein is stable [20] and forms*("
with its partner HIFB a dimer that binds DNA on the Hypoxia Response Elements (HREs).*)"
Under intermediate oxygen levels, another dioxygenase/hydroxylase, FIH, hydroxylates an**"
asparagine residue in the C-terminal region termed C-transactivating domain (CTAD), and!++"
decreases HIFA interaction with its cofactor P300/CBP, and its binding to DNA [21]. Three!+!"
%"
isoforms of the regulated HIFA subunit have been described, each being encoded by a separate!+#"
gene. HIF1A and HIF2A mRNAs are expressed in all organs tested, including the kidney [22].!+$"
The HIF2 protein presents good structural and functional homologies with HIF1A and is also!+%"
down regulated by VHL, yet its roles and targets are different in some aspects [23]. The most!+&"
striking difference is that HIF2 is an oncogene whereas HIF1 is a survival factor that decreases!+'"
growth probably due to their different interactions with other proteins such as cMYC partners!+("
and eIF4E2 [23,24], but also with other members of their own family [25]. Regulation of !+)"
HIF3A is less documented. This protein has also been found in kidney, and several splicing !+*"
variants have been described [22,25]. HIF3A protein expression is generally considered as!!+"
inhibitory to the function of the other family members [26,27]. Finally, the less well-known!!!"
field of HIFA biology is the regulation of its messengers. Studies in tumor cells show that!!#"
HIF1A and HIF2A mRNA levels are not regulated by oxygen [20,22], however it is not known !!$"
whether they are sensitive to other nutrients.!!%"
!!&"
In this study, we decided to further investigate how normal, non transformed cells can respond !!'"
to glucose shortage by restoring glucose supply. To this end, we took advantage of an ex vivo!!("
model of isolated renal cortical tubules with normal oxygenation in which glucose !!)"
concentrations were controlled. We analyzed the physiological response of angiogenesis !!*"
factors to low glucose, and we investigated whether HIFA proteins or mRNAs are involved in !#+"
this response. The results showed that low glucose in the microenvironment of normal kidney!#!"
cells increases a series of mRNAs involved in angiogenesis including VEGFA, HIF1A and!##"
HIF2A themselves. VEGFA protein was up regulated and its mRNA was stabilized under low!#$"
glucose in the presence of oxygen independently of HIF1A protein. Furthermore, the data!#%"
revealed that HIF1A mRNA interacts with the RNA-binding protein PAIP2 (PolyA-Binding!#&"
Protein Interacting Protein 2) and that this interaction increases under low glucose, thereby !#'"
suggesting a novel mode of glucose sensing.!#("
!#)"
!#*"
MATERIAL AND METHODS!$+"
Ethics Statement!$!"
The study was carried out in strict accordance with the recommendations of the French!$#"
National Ethics Committee. The protocol was approved by the Comité d’Ethique en!$$"
Experimentation Animale (CE2A) of the University Claude Bernard Lyon 1 (agreements!$%"
UCBL1 n°BH2007-07 and n°DR2013-02). Animals were deeply anaesthetized by a lethal!$&"
injection of pentobarbital before kidneys were removed.!$'"
!$("
Preparation and incubation of isolated rat renal tubule suspensions!$)"
Renal cortical tubule suspensions were isolated by collagenase digestion from pooled kidney!$*"
cortices of 4 male Sprague-Dawley rats (Charles River, Les Oncins, France), as previously!%+"
described [28]. They were incubated in DMEM/F12 medium containing 25 mM bicarbonate,!%!"
10 mM HEPES at pH 7.4, 5 mM glucose (control condition), 0.5 mM lactate, 4 mM glutamine!%#"
&"
and 20 mg/l egg-white lysozyme as an antibacterial agent, in stoppered flasks equilibrated with!%$"
95% air/ 5% CO2 and shaken at 37°C under variable protein concentrations and variable!%%"
incubation volumes as described previously [28] to achieve reproducible normoxia or hypoxia.!%&"
At the end of the incubation time, pO2, pCO2 and pH of the liquid phase were measured with a!%'"
gas analyzer (Radiometer ABL5) and the remaining suspension was centrifuged. After 4 hours !%("
mean final value of pO2 was 42±4 mm Hg in the medium, pCO2 45±5 mmHg, pH 7.37±0.02 !%)"
and glucose 5.0 ±1.3 (data from 4 experiments). All final pO2 values in liquid phase are!%*"
reported in Figure 3A. The pelleted tubules were stored at -80°C for RNA extraction or for !&+"
protein analysis. The supernatants aliquots were immediately stored at -80°C for protein!&!"
determination or deproteinized and stored at -20°C for further glucose and lactate!&#"
determinations.!&$"
!&%"
RNA analyses!&&"
Transcripts relative abundances were determined as previously described [28]. Briefly, total!&'"
RNA was extracted with Trizol® reagent (Invitrogen, France) and double stranded cDNAs!&("
synthesized. Real-time or semi-quantitative RT-PCR was performed and the values normalized!&)"
to that of the ribosomal protein encoding L32, which is not a HIF target. Primer sequences and!&*"
elongation temperatures were as follows: HIF1A, (region which is not complementary to!'+"
aHIF), FOR (A1): GGACAAGTCACCACAGGACA, REV (A2):!'!"
GGAGAAAATCAAGTCGTGCTG, 65°C, HIF2A, FOR:!'#"
GCGACAATGACAGCTGACAAGG, REV: GTCCCATGAACTTGCTGATGTTT, 66°C,!'$"
VEGF A, 188 variant, FOR: CCCGGTTTAAATCCTGGTGGAGCG, REV:!'%"
CGCCTTGGCTTGTCACATCTGC, 66°C, TIE-2, FOR: ATGGACTCTTTAGCCGGCTTA,!'&"
REV: CCTTATAGCCTGTCCTCGAA, 56°C, FLK1, FOR:!''"
GCAAGAGCAGAGACACTCTTC, REV: CTGGCATCATAAGGCAAGCG, 56°C, GLUT1,!'("
FOR: CAGGCTCCATTTAGGATTCGCC, REV: CTCAGCCTCCGAGGTCCTTCTC, 64°C,!')"
Aldolase A, FOR: CAGGAAGCATTGCCAAGCGCC, REV: GACACTGTACCAGAAGGC,!'*"
68°C. Controls. L32, FOR: GTGAAGCCCAAGATCGTCAA, REV: !(+"
TTGTTGCACATCAGCAGCAC, 60°C, 18S, FOR: TGAACCCCATTCGTGAT, REV!(!"
TACAAAGGGCAGGGACTTA, 53°C.!(#"
!($"
Measurement of mRNA half-lives!(%"
Isolated tubule suspensions were pre-incubated for 2 hours under different glucose!(&"
concentrations to reach a steady state in mRNA metabolism. Then 50 microM of the !('"
polymerase II inhibitor 5,6-Dichlorobenzimidazole 1-beta-D-ribofuranoside (DRB) were!(("
added through the stopper to achieve the maximal transcription inhibition as determined in!()"
preliminary experiments. Tubules were pelleted for RNA measurement as above. mRNA!(*"
contents were normalized to that of 18S ribosomal RNA.!)+"
!)!"
Western blot analyses!)#"
After whole tubule pellet lysis with 450 mM NaCl, 50 mM Tris-EDTA pH 8, 10% glycerol,!)$"
'"
0.5% NP40 and inhibitors of proteases and phosphatases, VEGF was analyzed by western!)%"
blotting using the pan-VEGF antibody from Santa Cruz (sc-152) and the anti-VEGFxxxb!)&"
antibody from ABCAM (ab14994). FLK1, TIE 2, GLUT1, Aldolase A and Tubulin were!)'"
analyzed by western blotting with antibodies from respectively Cell Signaling (2479), Santa!)("
Cruz (sc-9026), ABCAM (ab14683), Cell Signaling (3188) and Calbiochem (CP06). HIF1A, !))"
HIF2A and actin (epitope present in the six isoforms of vertebrate actin) were determined in!)*"
nuclear fraction after tubule lysis [29] by western blotting with antibodies from respectively!*+"
Santa Cruz Biotechnology Inc (sc-10790), ABCAM (ab8365) and Chemicon (MAB1501) as!*!"
previously described [30]. HuR, PAIP2 and actin were determined in tubule pellets lysed in!*#"
Tris-EDTA buffer containing 1% deoxycholate, 0.2% triton X-100, 0.02% SDS, DTT and!*$"
protease inhibitors. Western blotting was performed with anti- PAIP2 antibody 1/5000!*%"
(generous gift from Gilles Pagès, Nice [31]), HuR antibody from Sigma (H1663) and anti actin!*&"
as above. PAIP2 was detected at a high apparent molecular weight. Similarly, commercially!*'"
available antibodies also detect PAIP2 at variable sizes in different cell lines, as shown by !*("
Proteinech website (www.ptglab.com).!*)"
!**"
Immunoimmobilization of nucleoprotein complexes.#++"
Frozen tubule pellets were resuspended in lysis buffer containing Tris-HCl pH 7.4, 25 mM#+!"
NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% Triton X100, 0.1 SDS, 1 U/microL RNasin®,#+#"
antiprotease mix (Sigma-Aldrich), 10mM NaF, 1mM sodium azide, 10 mM glycerophosphate#+$"
and passed through a needle. 1 !g PAIP2 antibody or 1 !g non relevant antibody (rabbit IgG #+%"
from ABCAM ab37415) was added for 2 hours at 4°C. Sepharose protein A beads saturated#+&"
with 2% Bovine Serum Albumin were added for an additional hour. After extensive washes#+'"
with lysis buffer, 30% of the beads were extracted with western blotting lysis reagent and#+("
subjected to SDS-PAGE and Western blotting, whereas 70% were extracted with Trizol#+)"
reagent for RNA measurement.#+*"
#!+"
Immunohistochemistry#!!"
Tissue samples were obtained from surgical nephrectomy specimens and processed within 1 h #!#"
following surgical resection. All patients had been informed and consented to the use of their#!$"
tissues for research purposes. For histological examination, tissue samples were fixed in 10% #!%"
buffered formalin and embedded in paraffin. 4 "m-thick tissue sections of formalin-fixed,#!&"
paraffin-embedded tissue were prepared according to conventional procedures.#!'"
Immunohistochemistry was performed on an automated immunostainer (Ventana Benchmark#!("
XT, Roche, Meylan, France) using Ultraview Universal DAB Detection Kit according to the#!)"
manufacturer’s instructions. Because of the high endogen content of kidney in biotin, the#!*"
detection method was devoid of biotin/streptavidin step. Sections were incubated with PAIP2 ##+"
antibody (1:500) for 32 minutes at 37°C. Staining was visualized with 3,3#-diaminobenzidine##!"
as a chromogenic substrate. Finally, the sections were counterstained with Gill’s hematoxylin.###"
The stained sections were examined using a Mirax slide scanner (Zeiss).##$"
""""##%"
("
##&"
RESULTS AND DISCUSSION##'"
##("
A particular model used to study the well oxygenated renal cortical tubules ex vivo.##)"
The renal cortex which is normally highly vascularized loses its capacity to produce glucose##*"
and to use lactate as a substrate when cultured in unstirred conditions [32]. We have #$+"
previously shown that this is linked mainly to the poor oxygenation of the medium and that#$!"
the shift from lactate utilization to lactate production occurs rapidly when tubule suspensions#$#"
are not efficiently shaken in a gas phase of 20% oxygen, in a state where respiration and CO2#$$"
production are not abolished and without any ATP level modification [28]. Using this model,#$%"
we had previously described transcriptome modifications 4 hours after oxygenation changes:#$&"
hypoxia (which in this model is far from the classical but drastic oxygen deprivation achieved#$'"
with unstirred cells cultured under 1% oxygen in the gas phase) induced many marked#$("
changes in tubule specific mRNAs [28]. In the present work, we used a model of freshly#$)"
isolated rat kidney tubules, as described in the Material and Methods section, to investigate#$*"
the metabolic adaptations to glucose microenvironment.#%+"
#%!"
Low glucose increases VEGFA and a subset of mRNAs involved in angiogenesis and glucose#%#"
consumption.#%$"
Tubule suspensions were incubated in the presence of different glucose concentrations and#%%"
under a mean final pO2 value of approximately 40 mm Hg, which is normal for this highly#%&"
oxidative tissue. Modifying glucose levels did not alter pO2 (not shown). We first investigated #%'"
the effect of glucose on mRNAs involved in angiogenesis such as those of VEGF A, its main#%("
receptor FLK1/VEGFR2 and the angiopoietin receptor TIE-2, and on others involved in#%)"
glucose uptake (GLUT1) and in glycolysis (aldolase A). As expected, high glucose increased#%*"
VEGFA mRNA level, confirming previous observations in rat kidney in vivo [10,11].#&+"
However, VEGFA mRNA level also increased under low glucose, in agreement with the#&!"
findings of Stein and coworkers in spheroids of glial cells [9], and therefore was less expressed#&#"
under normal glucose level (Figure 1A). In addition all other mRNA levels of this subset were#&$"
increased by low glucose (Figures 1A and 1B). Therefore, not only high glucose levels but also #&%"
low glucose levels are able to increase angiogenic mRNAs in the same cell type. This may be #&&"
indicative of a narrow window of regulation.#&'"
#&("
Low glucose also increases VEGFA and GLUT1 protein levels.#&)"
VEGFA gene is transcribed into several splicing variants. The alternative variants containing#&*"
the 8b exon are termed xxxb (xxx for the size of the protein in number of aminoacids) [33].#'+"
The xxxb proteins have been shown to display poor angiogenic capacities but are highly#'!"
expressed in normal kidney tissue [33,34]. We therefore analyzed VEGFA protein#'#"
expression in both intra-cellular extracts and supernatants of renal tubules, using either an#'$"
antibody directed against all isoforms (pan-VEGF) or against the anti-angiogenic isoforms #'%"
(VEGF165b). Both protein isoforms were present, and responded to glucose in parallel with#'&"
)"
those of the VEGF mRNA (Figure 2A). The protein changes appeared only after 7 hours of #''"
incubation, either as intracellular changes of protein expression or as secreted proteins as#'("
shown in Figure 2A. There was no significant difference between pro and anti-angiogenic#')"
isoforms in their response to glucose.#'*"
GLUT1 protein was slightly sensitive to glucose after 7hrs (Figure 2B) whereas no change#(+"
could be detected in aldolase A. This can be explained by the very long half- life of aldolase A#(!"
protein (one to several days [35]). The variation of TIE-2 protein, which has a half-life of 7 hrs #(#"
[36], was hardly detectable (Figure 2B). Variations in FLK1 levels should have been detected#($"
since its protein half-life is one hour or less [37], however Figure 2B shows no variations. #(%"
Adham and Coomber [38] have also shown in endothelial cells that glucose lowering to 2 mM #(&"
does not alter FLK1 protein level or decreases it, whereas in the meantime its transcript level is#('"
increased. They found that this is a counter regulation possibly due to an unfolded protein#(("
response (UPR), due to the glycosylation defect that appears when glucose supply is#()"
dramatically lowered. The UPR response is generally observed when glucose supply does not#(*"
meet the cell demand, typically in growing cells, but also under hypoxia. Under these#)+"
conditions of deprivation, a general decrease of translation is observed, except for a subset of #)!"
transcripts such as those of HIF1A and VEGFA [39,40], and an apoptotic process may ensue,#)#"
driven by the UPR machinery [41]. Bouvier and coll. had already shown in unstirred#)$"
transformed renal tubular cells that total deprivation of glucose increases VEGFA mRNA and#)%"
protein in transformed renal tubular cells [42]. Under these conditions however, GLUT1#)&"
mRNA did not change, and the response to high glucose levels was lost.#)'"
#)("
HIF1A and HIF2A mRNA levels are not correlated with oxygen concentration, but respond to#))"
glucose in parallel with those of angiogenic mRNAs.#)*"
We then searched for mRNA variations of the main regulator of angiogenesis, HIF, focusing#*+"
on the regulated subunits HIF1A and HIF2A. Experiments were performed under different#*!"
conditions of oxygenation and different glucose concentrations. Final pO2 in liquid phase was#*#"
determined in parallel with final glucose content in each flask and final values are reported in#*$"
Figure 3A. The results show that HIF1A or HIF2A mRNA levels were not correlated with pO2#*%"
values, in spite of large variations (Figures 3A and 3B). This is in agreement with previous#*&"
studies in renal cancer cell lines and in normal kidney tissue [20,22]. However HIF1A mRNA#*'"
levels closely covaried with glucose levels, as well as HIF2A mRNA (Figure 3A, bottom), in#*("
parallel with those of the angiogenic and glycolytic mRNAs depicted in Figure 1. The lowest#*)"
concentration of glucose yielded irregular results, with a fall in mRNA levels when the final#**"
concentration fell below a limit estimated at 0.5 mM glucose (not shown). This fall of HIF1A $++"
expression under subtotal absence of glucose had already been observed [43]. Above this$+!"
threshold, there was a clear cut covariation between HIF1A transcript and glucose final$+#"
content (Figure 3A, bottom). Glucose content as low as 3mM markedly increased intracellular$+$"
HIF1A transcript level when compared to the reduced level at 5mM glucose. High glucose$+%"
concentrations of 7-8 mM and up to values frequently reached in diabetes again increased$+&"
HIF1A transcript level. The response of HIF2A mRNA paralleled the response of HIF1A $+'"
*"
(Figure 3B).$+("
Our results could explain the observation made in another study [44], showing a paradoxical$+)"
decrease of HIF1A mRNA level and stability after 12 hours of drastic hypoxia. In these$+*"
tumoral cells cultured under 20 mM glucose, hypoxia could have induced a change in glucose$!+"
content toward normality. In support of this hypothesis, Thomas et al. have shown that HIF1A $!!"
mRNA decrease was linked to the decrease of high glucose concentration toward normal$!#"
throughout a period of hypoxia [40]. Taken together, these results clearly demonstrate that$!$"
HIFA transcript is not constitutively expressed but tightly regulated by one of the main$!%"
nutrients, glucose, and notably increased by its shortage. When physiopathological conditions$!&"
stabilize HIFA proteins, this is prone to amplify its effects. However, in this work, which is $!'"
performed under normal oxygenation, HIFA proteins are absent and their target mRNAs are$!("
regulated independently of HIF (see below).$!)"
$!*"
VEGFA mRNA changes under low and high glucose are HIF-independent.$#+"
Since VEGFA, FLK1, TIE-2, GLUT1 and ALDO1 genes are targets of the HIF1A and HIF2A $#!"
transcription factors, we checked for the presence of HIF1A and HIF2A proteins. However no$##"
significant amount of HIF1A or HIF2A protein was detected under any glucose concentration$#$"
in these normal cells (Figure 4). Several authors had already reported that HIFA proteins are$#%"
inconsistently or hardly detectable in normal kidney cortex in vivo [22,29,45,46]. This is$#&"
probably due to oxygen-sensitive degradation since HIF1A is detected in the less vascularized$#'"
medulla zone of the kidney [29]. Therefore in this work VEGF mRNA changes were$#("
essentially HIF- independent. In the above cited work of Bouvier and coll., VEGFA was also $#)"
increased by total glucose deprivation in the absence of HIF1A protein [42]. In their study,$#*"
when in addition HIF was stabilized by deep oxygen exhaustion, the effect of low glucose on$$+"
VEGFA transcript was amplified [42].$$!"
Our results confirm that VEGFA protein can be expressed in oxygenated, respiring, normal$$#"
cells, as observed in cortical biopsies of tumor-bearing kidneys [33,34]. More important, the$$$"
study shows that, under normal oxygenation conditions, VEGFA expression is up regulated$$%"
by shortage of glucose.$$&"
$$'"
Low glucose increases half-lives of HIF1A, VEGFA and other HIF target mRNAs.$$("
Next, to understand whether the changes in VEGFA transcript level were due to stabilization,$$)"
overall transcription was inhibited with 5,6- Dichlorobenzimidazole 1-beta-D-ribofuranoside$$*"
(DRB). The resulting mRNA decays are shown in Figure 5. HIF1A mRNA half-life was$%+"
approximately 25 minutes under normal glucose levels, but lengthened twofold after lowering$%!"
glucose concentration to 3 mM or after increasing it to 18 mM. VEGFA transcripts, together $%#"
with those of TIE-2 and FLK1, exhibited a logarithmic decrease under normal glucose, with a$%$"
rapid component and a slower component, suggesting two different mechanisms of decay.$%%"
Glucose variations affected essentially the rapid component, so that VEGFA mRNA half-life$%&"
lengthened from 12 minutes under normal glucose to 35 minutes under low glucose and to 60$%'"
minutes under high glucose. The same type of response was obtained with FLK1 and TIE-2,$%("
!+"
but not with the mRNA encoding L32 ribosomal protein (Figure 5).  Interestingly, in a study of $%)"
mRNAs to which ribosomes are bound under hypoxia, L32 was shown to belong to the mRNA $%*"
subset that is less translated [39]. On the contrary, under this condition HIF1 and VEGFA$&+"
mRNAs continued to be translated [39]. In intermediate conclusion, our results show that$&!"
glucose variations, and more strikingly low glucose microenvironment, stabilize HIF1A$&#"
mRNA as well as some of its transcriptional targets.$&$"
$&%"
Low glucose regulates HIF1A mRNA interaction to the RNA-binding protein PAIP2.$&&"
PAIP2 is sometimes considered as a down-regulating protein since it decreases cap-$&'"
dependent, non IRES-dependent translation that is regulated by mTOR [47]. However, PAIP2 $&("
is also able to bind some IRES-containing transcripts such as those of virally-induced $&)"
proteins thereby not altering translation [48]. IRES have been identified in TIE-2 [49], HIF1A$&*"
[50] and VEGFA mRNAs [51], and several lines of evidence showed that at least for $'+"
VEGFA and HIF1A, these IRES are used for their maintained translation under ischemic$'!"
conditions [52,53]. Moreover, it has been previously shown that VEGFA mRNA is stabilized $'#"
through its association with PAIP2 [31] and that the RNA-binding protein HuR, together $'$"
with PAIP2, also increases VEGFA mRNA stability [31,54]. Based on these data and our $'%"
findings demonstrating that VEGFA mRNA was stabilized under low or high glucose $'&"
condition (Figure 5), we postulated that PAIP2 and/or HuR protein play a role in this setting. $''"
First, we analyzed the expression level of both proteins in response to glucose. In our cellular $'("
model, endogenous PAIP2 protein level increased in response to low or high glucose$')"
condition (Figure 6A), thereby exhibiting the same variations than VEGFA and HIF1A $'*"
mRNAs (Figures 1 and 3). By contrast, in the same conditions, HuR protein level did not $(+"
vary. To go further, we undertook to test the consequences of PAIP2 knock-down on $(!"
VEGFA mRNA half life under low glucose condition in our freshly isolated tubules. $(#"
Unfortunately, this experimental model was not suitable for such experiment as it was not $($"
possible to maintain shaken suspensions of tubule during 72 hours, the time required for $(%"
efficient invalidation of PAIP2 by siRNA. Of note, we also tried to perform similar $(&"
experiments in the transformed but not tumoral epithelial kidney rat NRK52 cell line which $('"
is easy to transfect. As expected, PAIP2 was well knocked-down in these cells but they did $(("
not respond to low glucose and therefore could not be used (Figure S1).$()"
$(*"
As mentioned above, PAIP2 has been shown to bind VEGFA mRNA but whether it also $)+"
binds HIF1A mRNA is not known. Thus, to test whether PAIP2 could bind VEGFA and/or $)!"
HIF1A mRNAs in our experimental model, as well as to investigate whether glucose could $)#"
interfere on this binding, we performed co-immunoprecipitation of PAIP2-bound mRNAs. $)$"
After incubation under various glucose concentrations, tubules were lysed and the PAIP2-$)%"
bound compounds were immuno-immobilized on protein A beads in the presence of anti-$)&"
PAIP2 antibody. An irrelevant IgG antibody was used as a negative control. Of note, it was $)'"
hard to efficiently immunoprecipitate endogenous PAIP2 in this model, that might explain, at $)("
least in part, why the amount of immobilized PAIP2 appeared unchanged by glucose levels $))"
!!"
(Figure 6B, upper panel). Nevertheless, whatever the glucose concentration and in three $)*"
independent experiments, we observed that VEGFA mRNA as expected, but also HIF1A $*+"
mRNA, preferentially associated to PAIP2-enriched beads as compared to control IgG beads $*!"
(Figure 6B, lower panel and Figure S2). More interestingly, the amount of immobilized$*#"
HIF1A mRNA was reproducibly increased under low glucose (Figure 6B and Figure S2). $*$"
The fact that HIF1A mRNA was differentially bound to PAIP2 while similar quantities of $*%"
PAIP2 were immunoprecipitated under all conditions suggests the existence of a yet$*&"
unknown partner which may vary with glucose level. Inversely, the amount of co-$*'"
immunoprecipitated VEGFA mRNA less clearly varied in response to high or low glucose $*("
concentration (Figure 6B and Figure S2). VEGFA mRNA stability has been shown to be$*)"
increased by the RNA-binding protein HuR, in interaction with the PAIP2 [31,54]. As HuR $**"
protein level did not change under either concentration of glucose in our cellular model %++"
(Figure 6A), this might account for this observation. Of note, in similar conditions, very few %+!"
mRNA encoding L32 could be detected (around 5.10
-10
 arbitrary units) both on control beads %+#"
and on immobilized PAIP2, whatever the glucose level. Accordingly, mRNA L32 has been%+$"
shown to be less translated under hypoxia [39] and the present study showed that its mRNA is%+%"
not sensitive to glucose (Figure 5). Altogether, these experiments demonstrated that PAIP2 %+&"
interacts with VEGFA and HIF1A mRNAs in normal kidney tubules, thereby suggesting that %+'"
this binding controls VEGFA and HIF1A mRNAs metabolism in these cells, notably in %+("
response to low glucose.%+)"
Because PAIP2 itself appears regulated by glucose, we further propose that it might be a%+*"
player in the sensitivity of angiogenic factors to microenvironmental glucose variations. %!+"
However, additional experiments are clearly needed to deepen the role of PAIP2 in this %!!"
setting. Of note, we started to analyze the expression of PAIP2 in situ in clear cell renal %!#"
carcinomas (also called conventional nephrocarcinomas), the most frequent renal tumors. Our %!$"
results from sections of 3 low grade tumoral tissues including their margin showed that PAIP2 %!%"
is almost exclusively cytoplasmic in normal tubules (Figures 7A lower right and 7B), as well as %!&"
in normal tubules embedded in the unstained fibrous tissue surrounding the tumor (Figure 7C%!'"
left). By contrast, PAIP2 cytoplasmic staining strongly decreased in tumor cells, with some %!("
tumors exhibiting PAIP2 nuclear staining (Figures 7A upper right and 7C right). Therefore, %!)"
based on the data we obtained in normal kidney tubules, it is tempting to speculate that the %!*"
sensing of glucose might be altered in these tumors as a consequence of PAIP2 %#+"
downregulation and/or mislocalization.   %#!"
%##"
In summary, this work demonstrates for the first time that in normal, non-transformed renal%#$"
tubule, 1) glucose shortage increases VEGFA mRNA and protein levels in spite of high oxygen%#%"
supply, 2) glucose shortage up-regulates a subset of messengers involved in angiogenesis,%#&"
including HIF1A and HIF2A mRNAs themselves, independently of HIF proteins, 3) this subset%#'"
is regulated by mRNA stabilization, 4) PAIP2 protein is sensitive to glucose and binds both%#("
HIF1A and VEGFA mRNAs, 5) cytoplasmic staining of PAIP2 is higher in normal renal %#)"
tubules than in clear cell renal carcinoma.%#*"
!#"
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FIGURE LEGENDS&)%"
&)&"
Figure 1. A subset of mRNAs including VEGFA is overexpressed under low and high&)'"
glucose.&)("
Tubule suspensions were incubated for 4 hours under a pO2 of approximately 50 mm Hg and&))"
varying glucose concentrations in 4 separate experiments. mRNA abundance was&)*"
determined by RT-real time PCR. The results were standardized with hypoxia-insensitive&*+"
L32 mRNA and expressed in % of the value at 5mM glucose except FLK1/VEGFR2 and&*!"
TIE-2/TRK which were determined by semi-quantitative RT-PCR (representative &*#"
experiment).&*$"
&*%"
Figure 2. VEGFA and GLUT1 protein levels are increased by low and high glucose.&*&"
A, VEGF protein levels were determined with a pan-VEGF antibody and an anti-VEGF165b&*'"
antibody in lysates of the tubules pellets and in supernatants of the same suspension after 7&*("
hours of incubation. Tubulin served as loading control in tubule lysates. No loading control is&*)"
given for supernatants since no secreted protein can normalize the cell amount. Here equal&**"
volumes of supernatants were loaded, issuing from equal amounts of the same tubule'++"
suspension. B, GLUT 1, Aldolase A, FLK 1 and TIE 2 protein levels were determined in'+!"
lysates of the tubules pellets of the same suspension after 7 hours of incubation. Tubulin '+#"
served as loading control. The blots shown are representative of 3 separate experiments.'+$"
'+%"
Figure 3. Low glucose increases HIF1A and HIF2A mRNA levels.'+&"
Tubule suspensions were incubated as described for 4 hours under different conditions of '+'"
oxygenation and of glucose concentration in 4 independent experiments. Final pO2 and final'+("
glucose concentration were determined for each experimental point. mRNA levels were'+)"
determined by real time RT-PCR (HIF1A and L32) or by semi-quantitative PCR (HIF2A and'+*"
L32). A, HIF1$ mRNA values were standardized to L32 mRNA level then expressed in %'!+"
of their value in control conditions (normoxia and normal glucose). B, Effect of oxygen'!!"
(under normal glucose) and of glucose (under a pO2 of 50 mm Hg) on HIF2A mRNA levels'!#"
(semi-quantitative RT-PCR in duplicates, 4 separate experiments). A representative'!$"
experiment is shown. '!%"
'!&"
Figure 4. HIF1A and HIF2A proteins are not detectable in normal kidney tubules.'!'"
Tubules were incubated as in Figures 1 and 3. HIF1A and HIF2A proteins were determined'!("
after 4 hours by immunoblotting in 2 separate experiments. Positive control (CTL): proteins'!)"
extracted from rat hippocampus under hypoxia. Actin served as loading control. A'!*"
representative experiment is shown.'#+"
'#!"
Figure 5. High and low glucose stabilize HIF1A, FLK1, TIE2 and VEGFA mRNAs.'##"
Overall transcription was inhibited by DRB in tubule suspensions under low (3 mM, white'#$"
circles), normal (5 mM, black diamonds) or high (18 mM, white triangles) glucose'#%"
!("
concentrations. The decay of mRNA levels was determined by real time RT-PCR and'#&"
normalized with 18S mRNA. As a control, the effect of glucose on L32 mRNA stability was'#'"
determined in parallel. The results are plotted in log of the ratio to mRNA level at zero time, '#("
means ± SD of 4 separate experiments, each point in duplicate.'#)"
'#*"
Figure 6. PAIP2 binds HIF1A and VEGFA mRNAs.'$+"
Renal cortical tubules were isolated from 3 rats and incubated during 4 hours in the presence'$!"
of different glucose concentrations. A, HuR and PAIP2 expression in total tubule extracts'$#"
was determined by immunoblotting in 2 separate experiments. Actin served as loading'$$"
control. A representative experiment is shown. B, In 3 separate similar experiments, pelleted '$%"
tubules were lysed, incubated with anti-PAIP2 antibody (PAIP2) or control IgG as non '$&"
relevant antibody (NR), and interacting molecules were immunoprecipitated on beads. RNAs '$'"
were extracted from beads with Trizol® and proteins lysed as described in the Material and '$("
Methods section. Bound PAIP2 was analyzed by immunoblotting. RNAs were reverse'$)"
transcribed, and HIF1A and VEGFA cDNAs were amplified by semi-quantitative PCR or by '$*"
SYBR qPCR. A representative experiment with qPCR is shown, in which the total amount of '%+"
bound RNA (arbitrary units) was expressed as a function of the relative concentration in 6 ng '%!"
cDNA (1/2Ct) multiplied by the total amount of RNA extracted from the same amount of '%#"
lysate.'%$"
'%%"
Figure 7. PAIP2 is more expressed in normal renal cortex than in clear cell'%&"
nephrocarcinoma.'%'"
Tissue sections from kidneys bearing tumors were stained by immunohistochemistry with'%("
an anti-PAIP2 antibody coupled to HRP. A, Left: a grade 2 tumor of clear cell renal'%)"
carcinoma is separated from normal tissue by a non stained fibrous capsule; Right: Upper,'%*"
normal tissue is essentially stained in the epithelial cells; Lower, tumor tissue is almost not '&+"
stained. B, Section of normal kidney cortex: tubules are stained in the cytoplasm'&!"
exclusively, mesangial cells are less stained. C, Section across another clear cell renal'&#"
carcinoma: Left, normal tubular cells are well stained even at the very limit between normal'&$"
and fibrous tissue (limit nf); Right, tumoral cells (tu) are stained in many nuclei and fibrous'&%"
capsule (fc) is merely stained in rare nuclei.'&&"
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Cell Lung Carcinoma
Stephanie Gout1,2, Elisabeth Brambilla1,2,3, Asma Boudria1,2, Romain Drissi1,2, Sylvie Lantuejoul1,2,3,
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Abstract
Splicing abnormalities frequently occur in cancer. A key role as splice site choice regulator is played by the members of the
SR (Ser/Arg-rich) family of proteins. We recently demonstrated that SRSF2 is involved in cisplatin-mediated apoptosis of
human lung carcinoma cell lines. In this study, by using immunohistochemistry, we demonstrate that the SR proteins SRSF1
and SRSF2 are overexpressed in 63% and 65% of lung adenocarcinoma (ADC) as well as in 68% and 91% of squamous cell
lung carcinoma (SCC), respectively, compared to normal lung epithelial cells. In addition, we show that SRSF2
overexpression correlates with high level of phosphorylated SRSF2 in both ADC (p,0.0001) and SCC (p = 0.02), indicating
that SRSF2 mostly accumulates under a phosphorylated form in lung tumors. Consistently, we further show that the SR-
phosphorylating kinases SRPK1 and SRPK2 are upregulated in 92% and 94% of ADC as well as in 72% and 68% of SCC,
respectively. P-SRSF2 and SRPK2 scores are correlated in ADC (p = 0.01). Using lung adenocarcinoma cell lines, we
demonstrate that SRSF1 overexpression leads to a more invasive phenotype, evidenced by activation of PI3K/AKT and p42/
44MAPK signaling pathways, increased growth capacity in soft agar, acquisition of mesenchymal markers such as E cadherin
loss, vimentin and fibronectin gain, and increased resistance to chemotherapies. Finally, we provide evidence that high
levels of SRSF1 and P-SRSF2 proteins are associated with extensive stage (III–IV) in ADC. Taken together, these results
indicate that a global deregulation of pre-mRNA splicing regulators occurs during lung tumorigenesis and does not predict
same outcome in both Non Small Cell Lung Carcinoma histological sub-types, likely contributing to a more aggressive
phenotype in adenocarcinoma.
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Introduction
More than 90% of human genes undergo pre-mRNA alterna-
tive splicing leading to the synthesis of various protein isoforms
with different biological properties [1] Splicing defects of critical
genes have been causally linked to various diseases, including
cancer [2–4]. Lung cancer is the most common cause of mortality
among all cancers, accounting for an estimated 1.3 million deaths
worldwide annually. Importantly, a genome wide analysis of
alternative splicing events previously demonstrated that a large
number of known oncogenes and tumor suppressor genes are
alternatively spliced and differentially expressed in lung adeno-
carcinoma, compared to normal lung [5]. In this histological
subtype, it was recently shown that of 5183 profiled alternative
exons, four displayed tumor-associated changes in the majority of
the patients, namely VEGF-A, MACF1, APP and NUMB genes
[6]. Moreover, we and others have reported splicing modifications
of genes such as caspases, Bcl-x, CD44, FLIP, MDM2 and VEGF-
A in primary lung cancer and cell lines [7–14]. Therefore,
widespread alternative splicing changes occur in lung cancer and
impact cell signaling in a manner that likely contributes to
tumorigenesis.
The mechanisms leading to aberrant alternative splicing in
cancer are poorly understood. Splicing modifications are associ-
ated with cis-acting mutations that affect alternative splice sites.
Furthermore, it has been proposed that abnormal expression and/
or activity of trans-splicing regulatory proteins mainly contribute
to the abnormal alternative splicing patterns detected in tumors
[15]. The SR protein family is one of the most important classes of
splicing regulators that display essential roles in the enhancement
of constitutive and alternative pre-mRNA splicing, as well as in
other aspects of gene expression [16–19]. Activity of SR proteins is
highly regulated by extensive and reversible phosphorylation of
serine residues. These phosphorylations modulate protein–protein
interactions within the spliceosome [20] and regulate the activity
and sub-cellular distribution of SR proteins [21]. Therefore,
changes in the phosphorylation state of SR proteins play a critical
role in the control of their activity. Several kinases that
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phosphorylate SR proteins have been identified. They include the
SR protein kinases (SRPKs) 1 and 2, the CLK/STY, the DNA
topoisomerase I and AKT [21–24]. To date, only a few studies
have investigated the status of SR proteins in human lung tumors.
It was recently shown that the SR protein SRSF1 (former SF2/
ASF), previously described as an oncogene [25], is overexpressed
in primary non small cell lung carcinoma and controls the
expression of survivin, an anti-apoptotic protein [26]. Nothing is
known about the status of phosphorylated SR proteins or SRPK
kinases in lung cancer. Interestingly, we recently demonstrated
that phosphorylation of SRSF2 (former SC35) by SRPK2 is
involved in cisplatin-mediated apoptosis of human lung carcinoma
cell lines [10].
In this study, we investigated the status of SRSF1, SRSF2 and
its phosphorylated form P-SRSF2, as well as of SRPK1 and
SRPK2 in a series of 107 NSCLC, including 54 adenocarcinoma
(ADC) and 53 squamous cell carcinoma (SCC). Our results reveal
a global overexpression of these splicing regulators in NSCLC
compared to normal lung tissues, that correlate with more
aggressive clinico-pathological features in ADC. In agreement
with these data, we provide evidence that overexpression of
SRSF1 in cellular models derived from human lung adenocarci-
noma leads to a more aggressive phenotype with activation of
p42/44MAPK and AKT signaling pathways, increased colony
formation in soft agar, epithelial to mesenchymal transition and
resistance to carboplatin and paclitaxel.
Materials and Methods
Patients and Tissue Samples
One hundred and seven human Non Small Cell Lung
Carcinoma (NSCLC) and 25 associated normal lung parenchyma
were included in this study. Tumors consisted of 54 adenocarci-
noma (ADC) and 53 squamous cell carcinoma (SCC; Table 1).
Tissue samples were collected from lung resection of lung tumors,
and stored for scientific research in a biological resource repository
(Centre de Ressources Biologiques, CHU Albert Michallon,
Grenoble Hospital). National ethical guidelines were followed.
All patients enrolled in this trial provided written informed
consent. Tissue banking and research conduct was approved by
the Ministry of Research (approval AC-2010-1129) and by the
regional IRB (CPP 5 Sud Est). Tumor tissues and normal lung
parenchyma taken at distance from the bulk of the tumor were
immediately frozen and stored at 280uC until use. For histological
classification, tumor samples were fixed in formalin, and diagnosis
was made on paraffin-embedded material using the 2004 WHO
classification of lung criteria [27]. For each case, one section from
the most representative block was choosen. These sections always
contained more than 70% of tumor cells.
Immunohistochemistry
Seven-micrometer-thick serial frozen sections were fixed with
3.7% paraformaldehyde for 10 min. A three-stage indirect
immunoperoxidase technique was done either manually for
SRSF1, SRSF2 and phosphorylated SRSF2, or on the Ventana
autostainer (Ventana Medical International, Inc.) for SRPK1 and
SRPK2. We used antibodies against SRSF1 (#32-4500, Invitro-
gen, dilution 1/1000), SRSF2 (SC35, #556363, BD Pharmingen,
dilution 1/500), phospho-SRSF2 (#S4045, Sigma, dilution 1/
500), SRPK1 (#611072, BD Biosciences, dilution 1/500) and
SRPK2 (#611118, BD Biosciences, dilution 1/500). Incubation
with the primary antibody at 4uC overnight (for manual
technique) or for 1 hour at room temperature on Ventana
autostainer was followed by exposition to the secondary biotiny-
lated antibody, and then by the amplification system avidin-biotin
complex. Negative control consisted in omission of the primary
antibody and incubation with immunoglobulins of the same
species and isotype.
Immunostainings were evaluated independently by two pathol-
ogists who were blinded to all clinicopathological data (EB, SL).
For immunostainings evaluation, a score (0–300) was established
by multiplying the percentage of tumor labelled cells (0 to 100%)
by the staining intensity (0, null; 1, low; 2, moderate; 3, strong).
Scores obtained for alveolar type II pneumocytes and bronchial
cells in normal lung tissues taken at distance from the tumor were
considered as normal scores for adenocarcinoma and squamous
cell carcinoma, respectively. Indeed, bronchial basal cells are
considered as candidate cancer stem cells for squamous cell lung
carcinoma, basaloids and Small Cell Lung Carcinoma while type
II pneumocytes-CLARA cells are considered as bronchiolo
alveolar carcinoma stem cells (BASC). According to median
scores in normal tissues and to the distribution histograms (Figure
S1), tumors were sub-divided in two classes for SRSF1 (class 1: low
,100; class 2: high $100) and SRSF2 (class 1: low ,150; class 2:
high $150). For P-SRSF2, tumors were sub-divided in three
classes (class 1: low ,100; class 2: moderate $100; class 3: strong
.175). For SRPK1 and SRPK2, distinct cut-off were chosen for
adenocarcinoma and squamous cell carcinoma based on the
different intensity of staining observed in alveolar type II
pneumocytes (undetectable levels for both kinases) or bronchial
cells (mean score of 50 for both kinases). According to these
normal scores and to the distribution histograms (Figure S1),
adenocarcinoma and squamous cell carcinoma were sub-divided
in three classes as follows: class 1: low #50 or ,100; class 2:
moderate ,200 or $100; class 3: strong $200 or .200,
respectively.
Table 1. Demographics and clinical characteristics of the
patients.
Histology
Demographics and Clinical
parameters ADC (%) SCC (%)
Median age 6 SD (years) 61610 64610
Male 41 (76) 52 (98)
Female 13 (24) 1 (2)
Stage I 26 (48) 12 (22)
Stage II 11 (21) 10 (19)
Stage III 10 (18) 27 (51)
Stage IV 7 (13) 4 (8)
pT1 16 (30) 10 (19)
pT2 26 (48) 18 (34)
pT3 7 (13) 13 (24)
pT4 5 (9) 12 (23)
N0 35 (65) 15 (29)
N1 11 (20) 24 (45)
N2 8 (15) 14 (26)
Abbreviations: ADC, adenocarcinoma; SCC, squamous cell carcinoma; SD,
standard deviation.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.t001
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Figure 1. Expression of SRSF1, SRSF2 and phosphorylated SRSF2 proteins in NSCLCs. A, Representative immunostaining from frozen
section of normal lung parenchyma and lung cancer tissue with anti SRSF1 (a, b, c), anti SRSF2 (d,e,f) and anti phospho-SRSF2 (g, h, i) antibodies [(a, d,
g) normal lung; (b, e, h) ADC; (c, f, i) SCC; immunoperoxidase and haematoxylin counterstaining]. B, Representative western blots demonstrating
SR Proteins and Lung Cancer
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Antibodies and Immunoblotting
Immunoblotting experiments were done as previously described
[7]. The antibodies were anti-SRSF2 (4F11, Euromedex), anti-
tubulin (TEBU, Le Perray-en-Yvelines), anti-AKT, anti-phospho-
AKT(Ser473), anti-phospho-MAPK(ERK1/2) (Thr202/Tyr204)
and anti-p44/42 MAPK from Cell Signaling (Ozyme, Saint
Quentin Yvelines), anti-N-cadherin (32/N-Cadherin) and anti-E-
cadherin (36/E-Cadherin) from BD Biosciences (Le Pont de Claix,
France), anti-vimentin (clone V9) and anti-fibronectin (clone FN-
15) from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France).
Cell Lines, Transfection, Treatments, Cytotoxic and Soft
Agar Assays
H358, H1299 and H2170 cells were cultured in 5% CO2 at
37uC in RPMI-1640 medium supplemented with 10% (v/v) FCS.
They were transfected either with a pcDNA3 empty vector or with
a pcDNA3-SRSF1-Myc tagged vector using Fugene 6 reagent
(Roche Diagnostic, France). H358 transfected cells were grown in
RPMI-1640 medium containing 800 mg/ml geneticin (G418) for
at least 4 weeks in order to select stable transfectants. Single
colonies were isolated and expanded for further analyses. H1299
and H2170 transfected cells were selected during 6 days using
800 mg/ml G418 before analysis of EMT markers. U0126,
wortmaninn, etoposide, paclitaxel and carboplatin were all
purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Cyto-
toxic experiments were performed using the methylene blue
colorimetric assay as previously described [7]. Anchorage-
independent growth was determined by assaying colony formation
in soft agar. Briefly, H358-Ctl and H358-SRSF1 cells were
resuspended in RPMI containing 10% FCS and 0.3% agar noble
(DifcoTM, BD Biosciences) and plated in quadriplicate on a firm
0.6% agar noble base in 12-well plates (15.000 cells/well).
Colonies of cells were allowed to grow 21 days in a 37uC and
5% CO2 incubator. Colonies were then observed and counted
under an inverted microscope (Zeiss Axiovert 100M). The colony
formation assay was performed in triplicate.
RT–qPCR Analyses
Total RNA was extracted from normal and human lung tumors
samples using RNeasy Mini Kit (Qiagen), according to the
manufacturer’s instructions. RNA concentration and integrity was
determined using NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Lab-
tech). Quantitative real-time reverse transcript (RT)-qPCR was
performed using the LightCyclerH 480 Real-Time PCR system
(Roche). One microgram of total RNA was subjected to cDNA
synthesis with Superscript III First-Strand Synthesis SuperMix for
qPCR (Invitrogen) and subsequently amplified during 45 PCR
cycles using GoTaqH qPCR Master Mix (Promega). Primers used
for the detection of GAPDH and SRSF2 mRNAs were detailed
previously [9]. Primers for amplification of SRSF1, SRPK1 and
SRPK2 mRNAs were purchased from SA Biosciences (Qiagen).
Relative gene expression was calculated for each sample, as the
ratio of specific target gene to GAPDH gene (reference gene), thus
normalizing the expression of target gene for sample to sample
differences in RNA input.
Statistical Analysis
The staining scores were compared in different categories using
Fisher’s exact test and Mann-Whitney test. All tests were two-
tailed and p values ,0.05 were considered significant. The
statistical analyses were done using Statview software (Abacus
Concepts).
Results
Overexpression of SRSF1 Protein is Associated with
Extensive Stage (III–IV) Tumors
We first analyzed the status of SRSF1 protein in our series of
lung tumors. Of note, analysis of phospho-SRSF1 protein was not
possible due to the lack of a specific anti-phospho-SRSF1
antibody. SRSF1 was slightly expressed in normal lung epithelium
adjacent to tumor cells as well as in normal lung tissues localized at
distance from lung cancer, with a faint nuclear staining on alveolar
type II pneumocytes and a stronger nuclear staining on bronchial
cells (mean score of 40 and 70 respectively, Figure 1A). Compared
to these normal lung tissues, SRSF1 was overexpressed in 65%
(70/107; p,0.0001 versus normal) of NSCLC, with almost the
same frequency in adenocarcinoma (ADC; 34/54; 63%;
p,0.0001 versus normal) and squamous cell carcinoma (SCC;
36/53; 68%; p,0.0001 versus normal) (Figure 1A & Figure S1;
Table 2). SRSF1 belongs to a specific subset of SR proteins that
shuttle continuously between the nucleus and the cytoplasm [28].
In NSCLC, SRSF1 accumulated predominantly in the nucleus
thereby indicating that, besides its overexpression, modifications of
SRSF1 sub-cellular distribution could also take place in lung
tumors. In order to validate these IHC data, 6 of the 107 tumor
overexpression of SRSF1 and SRSF2 proteins in lung tumors compared with their matched normal lung tissues. (NL, normal lung; ADC,
adenocarcinoma; SCC, squamous cell carcinoma).
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g001
Table 2. Immunohistochemical analysis of SRSF1 and SRSF2 proteins expression in non-small cell lung cancer according to
histological subtype.
SRSF1 (%) SRSF2 (%) Phospho-SRSF2 (%)
Class 0 Class 1 Class 0 Class 1 Class 0 Class 1 Class 2 P value
ADC 20(37) 34(63) 19(35) 35(65) 14(26) 12(22) 28(52) ,0.0001
SCC 17(32) 36(68) 5(9) 48(91) 11(21) 8(15) 34(64) ,0.0001
NSCLC 37(35) 70(65) 24(22) 83(78) 25(23) 20(19) 62(58) ,0.0001
Abbreviations: ADC, adenocarcinoma; SCC, squamous cell carcinoma; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. Immunostaining scores were calculated by multiplying the
number of labeled cells (0–100%) by the level of intensity (1–3). According to this, tumor samples were grouped into several classes (see ‘Materials and Methods’
section). For SRSF1 and SRSF2, class 0 (normal expression as compared to normal lung), class 1 (high staining considered as overexpression). For phospho-SRSF2, class 0
(normal expression), class 1 (moderate overexpression) and class 2 (high overexpression). Statistical analysis was done using Fisher’s exact test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.t002
SR Proteins and Lung Cancer
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Figure 2. SRSF1 scores according to the clinico-pathological parameters in NSCLC subtypes. Distribution of SRSF1 scores according to
the tumor size (A), the nodal status (B), the presence of metastases at distance (C) and the pTNM stage (D), in all the tumors (left panels, NSCLC) and
in histological subtypes (right panels, ADC and SCC). Statistical analysis was done using Mann-Whitney’s U test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g002
SR Proteins and Lung Cancer
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samples and their matched normal lung tissues were analyzed for
SRSF1 protein expression by western blotting (Figure 1B and data
not shown). Again, we observed that SRSF1 protein was
overexpressed in NSCLC compared to associated normal lung
tissues. In order to test whether SRSF1 protein overexpression
correlates with SRSF1 mRNA increase, we performed RT-QPCR
in a series of 25 NSCLCs and their matched normal lung. We did
not find any correlation between SRSF1 mRNA and protein levels
(Figure S2).
To further characterize the role of SRSF1 during lung
carcinogenesis, we analyzed the relationships linking the IHC
data and some clinicopathological features (Figure 2). High levels
of SRSF1 expression were associated with the presence of
metastases at distance (M+, p = 0.001) and extensive stage (III/
IV, p= 0.002) in NSCLC. When histological sub-types were
distinguished, a correlation between the presence of metastases
(p = 0.004) and extensive stage III/IV (p = 0.006) was found in
ADC only (Figures 2C, 2D and Figure S3). Taken together, these
results demonstrate that SRSF1 protein is overexpressed in a vast
majority of NSCLC compared to normal lung tissues and is
associated with criteria of tumor invasiveness in lung adenocar-
cinoma.
Expression of SRSF2 and Phospho-SRSF2 Proteins is
Correlated in NSCLC
Next, we investigated the status of SRSF2 and its phosphory-
lated form (P-SRSF2) in the same series of tumor samples by IHC.
The anti-phospho-SRSF2 antibody was specific of phosphorylated
SRSF2 as it strongly detected SRSF2 but not SRSF1 protein in
cellular models stably overexpressing each protein (Figure S4). A
moderate nuclear staining of SRSF2 and P-SRSF2 proteins was
observed in alveolar type II pneumocytes (mean scores of 80 and
46, respectively), whereas bronchial cells exhibited a stronger
nuclear staining (mean scores of 160 and 70, respectively)
(Figure 1A). Compared to these normal lung epithelia, high levels
of SRSF2 nuclear staining were observed in 83 out of 107 (78%)
NSCLC (p,0.0001 versus normal; Table 2). According to each
histological subtype, overexpression of SRSF2 protein was
detected in 35/54 ADC (65%; p,0.0001 versus normal) and
48/53 SCC (91%; p,0.0001 versus normal) (Table 2; Figure 1A
and Figure S1). Similarly, and compared to normal lung tissues, a
moderate (class 1, scores ranging from 100 to 175) or strong (class
2, scores ranging from 176 to 300) P-SRSF2 immunostaining was
observed in 82/107 (77%) NSCLC, including 40/54 (74%) ADC
and 42/53 (79%) SCC (p,0.0001 versus normal; Table 2 and
Figure 1A). Interestingly, SRSF2 and P-SRSF2 levels were highly
correlated in NSCLC (p,0.0001), ADC (p,0.0001) and SCC
(p= 0.02) (Figure 3). In order to validate these IHC results, SRSF2
protein expression was studied by western blotting in 6 of the 107
tumor samples and their matched normal lung tissues (Figure 1B).
Again a good concordance was found between both techniques.
Overall, these results demonstrate that both SRSF2 and P-SRSF2
proteins are overexpressed and correlate in a vast majority of
NSCLC. Of note, when SRSF2 mRNA levels were analyzed in the
same samples than SRSF1, no correlation was found between
SRSF2 mRNA and protein levels (Figure S2).
To go further, we analyzed the relationships linking SRSF2 and
P-SRSF2 status and some of the clinicopathological characteris-
tics. High scores of either SRSF2 or P-SRSF2 were associated with
larger size tumors (T3–T4) in ADC (p= 0.03; Figure 4A & 4C).
Furthermore, high levels of P-SRSF2 correlated with extensive
stage (III–IV) in ADC (p= 0.02; Figure 4D). These results indicate
that accumulation of P-SRSF2 is associated with a more aggressive
phenotype in adenocarcinoma.
Both SRPK1 and SRPK2 Kinases are Overexpressed in
NSCLC
We recently reported that the SRPK1 and SRPK2 kinases
control SRSF2 phosphorylation in cellular models derived from
NSCLC [10]. Therefore, we evaluated the status of these kinases
by IHC in our series of primary tumors. SRPK1 and SRPK2
proteins were faintly expressed in normal bronchial cells (mean
score of 30 and 50, respectively) with a nuclear and cytoplasmic
pattern, but were undetectable in alveolar type II pneumocytes
(Table 3 and Figure 5). Compared to these normal lung tissues,
SRPK1 was upregulated in 90/107 (84%), 52/54 (92%) and 38/
53 (72%) NSCLC, ADC and SCC, respectively (p,0.0001 versus
normal; Table 3). In the same way, overexpression of SRPK2 was
observed in 87/107 (81%), 51/54 (94%) and 36/53 (68%)
NSCLC, ADC and SCC respectively (Table 3; p,0.0001 versus
normal). Both kinases exhibited a nuclear and cytoplasmic pattern.
These results provide the first evidence that SRPK1/SRPK2
kinases are overexpressed in NSCLC. Again, a good concordance
was observed between IHC and western blot data (Figure 5B). Of
Figure 3. Relationship between SRSF2 overexpression and its phosphorylated status in NSCLC subtypes. Distribution of phospho-
SRSF2 scores in tumors displaying either normal SRSF2 expression (class 0) or SRSF2 overexpression (class +), in all the tumors (left panels, NSCLC) and
in histological subtypes (right panels, ADC and SCC). Statistical analysis was done using Mann-Whitney’s U test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g003
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note, as for SRSF1 and SRSF2, no correlation was found between
SRPK1/SRPK2 proteins and mRNA levels in tumors (Figure S2).
These data suggest that post-transcriptional mechanisms control
the expression level of splicing regulators in human lung tumors.
Interestingly, a direct correlation was detected between P-SRSF2
and SRPK2 stainings in ADC (p= 0.01; Figure 6). By contrast, no
relationship was found between SRPK1 and P-SRSF2 expression,
whatever the histological sub-type (data not shown). These data
suggest that SRPK2 is the main kinase phosphorylating SRSF2 in
ADC, consistent with our previous results obtained in cell lines
[10]. Finally, when clinicopathological parameters were analysed
as regard to either SRPK1 or SRPK2 status, high levels of SRPK2
tended to be associated with extensive stage in ADC (p= 0.06,
Figure 6).
SRSF1 Overexpression Promotes a More Aggressive
Phenotype in Adenocarcinoma
We recently demonstrated that SRSF2 overexpression controls
apoptosis and contributes to the response of NSCLC cell lines to
cisplatin [10]. To further study the consequences of increased
SRSF1 expression in NSCLC, the human lung adenocarcinoma
cell line H358 was stably transfected with an expression vector
encoding a myc-tagged SRSF1 protein and several clones
overexpressing myc-SRSF1 were obtained. The results of a
representative clone are presented. Compared to control cells,
SRSF1-overexpressing cells accumulated P-AKT(Ser473) and
phospho p42/p44MAPK proteins (Figure 7A). In addition, they
generated significantly more colonies in soft agar (Figure 7B).
SRSF1-overexpressing cells also evidenced an epithelial to
mesenchymal transition (EMT) as demonstrated by the loss of
epithelial markers such as E-cadherin and the acquisition of
mesenchymal markers such as vimentin, fibronectin and N-
cadherin (Figure 7C). In order to extend these data, two other cell
lines, namely the H1299 adenocarcinoma and the H2170
squamous carcinoma cells, were transfected either with a control
plasmid or with a plasmid encoding a myc-tagged SRSF1 protein
and subjected to G418 selection for 6 days. Acquisition of
mesenchymal markers such as N-cadherin or vimentin was
detected in H1299 cells overexpressing SRSF1 (Figure 7D),
thereby confirming the results obtained in H358 stable clones.
In contrast, such EMT was not detected in H2170 cells
overexpressing SRSF1 (Figure 7D). In addition, EMT was
partially reversed when H358 SRSF1-overexpressing cells were
cultured in presence of wortmaninn or U0126, two pharmaco-
logical inhibitors targeting AKT and MEK/ERK signaling
pathways respectively (Figure 7E). Taken together, these results
demonstrate that SRSF1 overexpression promotes a more
aggressive phenotype in lung adenocarcinoma but not in lung
squamous carcinoma cell lines. They are consistent with the IHC
results showing high levels of SRSF1 in extensive stage ADC only
(p = 0.006).
SRSF1 Overexpression Increases Resistance to
Chemotherapy
Acquisition of an EMT phenotype has been associated with
resistance to chemotherapy in NSCLCs [29]. Therefore, we tested
whether SRSF1 overexpression affects the sensitivity of lung tumor
cells to chemotherapeutic agents. We observed that SRSF1 protein
accumulates in H358 cells treated with carboplatin and paclitaxel
but not with etoposide (Figure 8A). In addition, H358 cells stably
overexpressing SRSF1 were more resistant to carboplatin and
paclitaxel than control cells (Figure 8B). This was not an unspecific
effect related to SRSF1 overexpression since both control and
SRSF1-overexpressing cells exhibited similar sensitivity to etopo-
side (Figure 8B). Altogether, these data indicate that SRSF1 is a
component of the lung tumor cells response to chemotherapies.
Discussion
A growing body of evidence indicates that SR proteins are
directly involved in the process of carcinogenesis, acting as proto-
oncogenes [25,30] or regulating splicing and activity of proto-
oncogenes [29], tumor suppressors [25] or apoptotic regulators
[30]. However to date, only a few studies have investigated the
status of these proteins and their regulators in situ in human
tumors. In this study, we provide the first evidence that SRSF1,
SRSF2, P-SRSF2, as well as the SR-phosphorylating kinases
SRPK1 and SRPK2 are up-regulated in NSCLC. These data
therefore indicate that a global deregulation of critical splicing
regulators likely contributes to lung tumorigenesis.
Upregulation of SRSF1 and SRSF2 proteins has been shown in
a large variety of carcinoma, including renal, breast, ovarian,
cervical, colon and pancreatic cancers [30–36]. By contrast, the
status of SRPK1 or SRPK2 remains poorly investigated in human
tumors [37–39]. Recently, Montuenga’s group reported that
SRSF1 is overexpressed in lung adenocarcinoma in which it
controls the expression of survivin, an anti-apoptotic protein [26].
Here, we demonstrate that not only SRSF1 but also SRSF2,
SRPK1 and SRPK2 proteins are overexpressed in both adeno-
carcinoma and squamous cell lung carcinoma. Nuclear localiza-
tion of SR proteins is required for their splicing activity and is
dependent on their phosphorylation by SR kinases [28,40].
Unfortunately, we could not investigate the phosphorylated status
of SRSF1 due to the lack of a specific antibody directed against
phospho-SRSF1. However, we found a strong correlation between
SRSF2 and P-SRSF2 IHC scores in both ADC (p,0.0001) and
SCC (p= 0.02), supporting the notion that SRSF2 mainly
accumulates under an hyper-phosphorylated form in lung tumors,
Figure 4. Expression of SRSF2 and its phosphorylated form according to the clinico-pathological parameters in NSCLC subtypes.
Distribution of SRSF2 and phospho-SRSF2 scores according to the tumor size (A, C) and the stage (B, D), in all the tumors (left panels, NSCLC) and in
histological subtypes (right panels, ADC and SCC). Statistical analysis was done using Mann-Whitney’s U test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g004
Table 3. Immunohistochemical analysis of SRPK1 and SRPK2
proteins expression in non-small cell lung cancer according to
histological subtype.
SRPK1 expression SRPK2 expression
Class 0 Class 1 Class 2 Class 0 Class 1 Class 2 P value
ADC (%) 2(4) 24(44) 28(52) 3(6) 33(61) 18(33) ,0.0001
SCC (%) 15(28) 16(30) 22(42) 17(32) 19(36) 17(32) ,0.0001
NSCLC (%) 17(16) 40(37) 50(47) 20(19) 52(48) 35(33) ,0.0001
Abbreviations: ADC, adenocarcinoma; SCC, squamous cell carcinoma; NSCLC,
non-small cell lung carcinoma. Immunostaining scores were calculated by
multiplying the number of labeled cells (0–100%) by the level of intensity (1–3).
According to this, tumor samples were grouped into three classes (see
‘Materials and methods’ section): class 0 (normal expression, as compared to
normal lung), class 1 (moderate overexpression) and class 2 (high
overexpression). Statistical analysis was done using Fisher’s exact test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.t003
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especially in ADC. In addition, we showed that P-SRSF2 and
SRPK2 are directly correlated, suggesting that SRPK2 is the main
kinase phosphorylating SRSF2 in this histological sub-type. These
data are consistent with our previous study demonstrating that
SRPK1 and SRPK2 control SRSF2 phosphorylation in cellular
models derived from ADC [10]. However, we cannot exclude the
possibility that other SR kinase(s) such as Clk/Sty also contribute
to SRSF2 phosphorylation in NSCLCs. We also observed that
SRSF1 mainly accumulates in the nucleus of lung tumor cells.
Since SRSF1 has been shown to continuously shuttle between the
nucleus and the cytoplasm, its nuclear accumulation could reflect
its mislocalisation and/or deregulated activity in lung tumors. In
agreement with such a notion, very recently the nuclear functions
of SRSF1 were shown to be involved in the transformation of
mammary epithelial cells in cooperation with the myc oncogene
[30]. Overall, our results support the idea that variations in
expression, localization and/or activity (through phosphorylation)
of SRSF1 and SRSF2 proteins take place during lung cancer
progression. Interestingly, and despite high IHC scores, we did not
observe a correlation between SRSF1, SRSF2, SRPK1 and SRPK2
mRNA and protein levels in the vast majority of tumors compared
to normal lung tissues. These results indicate that post-transcrip-
tional regulations merely account for the accumulation of SRSF1,
SRSF2, SRPK1 and SRPK2 proteins in NSCLCs.
ADC and SCC are distinct entities in terms of gene expression,
tumor response to therapy or clinical outcome [41–43]. In this
study, we do not observe a relationship between SRSF1, SRSF2,
P-SRSF2 status and clinico-pathological parameters in SCC,
Figure 5. Expression of SRPK1 and SRPK2 proteins in NSCLCs. A, Representative immunostaining from frozen section of normal lung
parenchyma and lung cancer tissue with anti SRPK1 (a, b, c) and anti SRPK2 (d, e, f) antibodies [(a, d) normal lung; (b, e) ADC; (c, f) SCC;
immunoperoxidase and haematoxylin counterstaining]. B, Left panels: Representative western blots illustrating overexpression of SRPK1 and SRPK2 in
lung tumors compared with their matched normal lung tissues. (NL, normal lung; ADC, adenocarcinoma; SCC, squamous cell carcinoma). Right
panels: Densitometric analysis of western blot experiment was performed using Image J software. Each signal was quantified and the SRPK1/2:tubulin
ratio was calculated in each case. The value 1 was arbitrarily assigned to the ratio obtained in normal tissues and a relative ratio was calculated for
each tumor sample according to its normal tissue pair.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g005
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although these proteins are highly overexpressed. In contrast, we
demonstrate that high levels of P-SRSF2 correlate with larger
tumor size and extensive stage in ADC. Therefore, maintenance of
SRSF2 in an hyper-phosphorylated form could lead to a more
aggressive phenotype in this histological sub-type. This is
consistent with the role of SRSF2 in cell proliferation during
mammalian organogenesis [44]. However, we recently demon-
strated that SRSF2 is required for cisplatin-induced apoptosis in
human lung cell lines derived from ADC [10] and showed that
SRSF2 overexpression per se induces apoptosis (Moysan E,
unpublished data). It is thus tempting to speculate that NSCLCs
have counteracted this SRSF2-dependent apoptosis. We also show
that high levels of SRSF1 are associated with extensive stage in
ADC (p= 0.004; Figure S3), suggesting that SRSF1 has a potential
role during the metastatic progression of ADC. In agreement with
such hypothesis, we demonstrate that H358 adenocarcinoma cells
overexpressing SRSF1 acquire a more invasive phenotype as
illustrated by hyperactivation of the oncogenic AKT and ERK
signaling pathways, increased capacity to form colony in soft agar
and acquisition of mesenchymal markers such as vimentin and N-
cadherin. It was previously shown in mammary and gastric
carcinoma cell lines that overexpression of SRSF1 activates the
epithelial to mesenchymal transition (EMT) and induces a more
invasive phenotype [31,45]. Therefore, our data extend to lung
carcinoma the aggressive property of SRSF1 protein. We also
demonstrate that SRSF1 overexpression decreases the sensitivity
of H358 cells to carboplatin and paclitaxel, two chemotherapeutic
agents widely used in clinic. It was recently shown that increased
EMT markers expression in tumor specimens obtained from
patients with NSCLC correlates with reduced sensitivity to
cisplatin and paclitaxel [29]. Taken together, these data indicate
that SRSF1-induced EMT plays a role in the resistance to
chemotherapy. We recently provided evidence that SRSF2
accumulates in NSCLC cell lines treated with cisplatin and is
required for induction of apoptosis in this setting [10]. Therefore,
SRSF1 and SRSF2 proteins appear to play opposite roles during
the response of NSCLC to genotoxic stresses.
In summary, we provide evidence that high scores of SRSF1,
SRSF2, and P-SRSF2 proteins correlate with more aggressive
features in ADC but not in SCC, thereby suggesting that these
proteins do not predict same outcome in both histological sub-
types. In addition, we demonstrate for the first time that the SR
phosphorylating kinases SRPK1 and SRPK2 are up-regulated in
NSCLC. Additional studies are now required to better character-
ize at which step of the lung carcinogenesis process the
deregulation of SR and SRPK proteins occurs, to elucidate the
Figure 6. Relationship between SRPK2 protein expression and phospho-SRSF2 status in NSCLC subtypes. A, Distribution of phospho-
SRSF2 scores in tumors displaying normal (class 0), moderate (class +) or overexpression (class ++) of SRPK2, in all the tumors (left panels, NSCLC) and
in histological subtypes (right panels, ADC and SCC). B, Distribution of SRPK2 scores according to the tumor stage, in all the tumors (left panels,
NSCLC) and in histological subtypes (right panels, ADC and SCC). Statistical analysis was done using Mann-Whitney’s U test.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g006
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regulatory pathways that control their expression and activation,
and to identify some of their target genes. We recently showed that
inhibition of SRPK1 enhances sensitivity of lung cancer cell lines
to cisplatin [10]. It has also been reported that the knock-down of
Figure 7. SRSF1 overexpression confers a more aggressive phenotype. Western blot analyses (A, C, E) and soft agar assays (B) were
performed in H358-Ctl and H358-SRSF1 cells that were cultured at the same passage. (A) Expression of SRSF1 and activation of AKT/ERK signaling
pathways were analyzed by western blotting. Tubulin was used as a loading control. (B) Upper panels: representative images of colonies in soft agar.
Magnification,6500. Lower panel: relative amounts of colonies in eight representative fields. Three independent experiments were performed in
quadriplicate. (C) Western blot analysis of epithelial and mesenchymal markers. Tubulin was used as a loading control. (D) H1299 and H2170 cells
were transfected either with control pcDNA3.1 or with myc-tagged SRSF1 plasmid. Transfected cells were selected during 6 days with G418 (800 mg/
ml) and western blot analyses were performed using the indicated antibodies. Tubulin was used as a loading control. (E) H358-Ctl and H358-SRSF1
cells were cultured for 72 hours in the presence or absence of 500 nM wortmaninn or 10 mM U0126 as indicated. Expression of epithelial (E-cadherin)
and mesenchymal (fibronectin, N-cadherin, vimentin) markers was analyzed by western blotting. Tubulin was used as a loading control.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g007
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SRPK1 in pancreatic carcinoma increases sensitivity to gemcita-
bine and cisplatin [37,38]. As overexpression of SRPK appears as
a typical feature of lung tumor cells, these results open a promising
potential for SRPK inhibitors as anti-cancer agents. In the future,
pharmacological treatments that target aberrant pre-mRNA
splicing will lead to the development of new anti-cancer
therapeutic strategies.
Supporting Information
Figure S1 Distribution of SRSF1, SRSF2, Phospho-
SRSF2, SRPK1 and SRPK2 stainings across 54 ADC
and 53 SCC samples. (ADC, adenocarcinoma; SCC, squamous
cell carcinoma).
(TIF)
Figure S2 mRNA levels of SRSF1, SRSF2, SRPK1 and
SRPK2 in normal lung and NSCLC. RT-qPCR analysis of
mRNA levels in 25 NSCLC and associated normal lung
parenchyma samples. GAPDH was used as an internal control.
Figure 8. SRSF1 overexpression increases resistance to carboplatin and paclitaxel. (A) H358 cells were treated for 24 hours with increasing
amounts of etoposide, carboplatin or paclitaxel as indicated. SRSF1 protein level was analyzed by western blotting. Tubulin was used as a loading
control. (B) 96-hours cell viability assays were performed in H358-Ctl cells (grey symbols) or H358-SRSF1 clones (black symbols) treated or not with
increasing amounts of carboplatin, paclitaxel or etoposide. Results are expressed as the percentage of survival cells compared to untreated cells.
Mean value of three independent experiments 6 standard deviation performed in triplicate are presented.
doi:10.1371/journal.pone.0046539.g008
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Relative gene expression was calculated for each sample, as the
ratio of target gene to GAPDH gene (reference gene), thus
normalizing the expression of target gene for sample to sample
differences in RNA input. For each couple normal/tumor couple,
the mRNA level obtained in normal lung was arbitrarily assigned
the value of 1.
(TIF)
Figure S3 SRSF1 expression according to pTNM stages
in NSCLC. Distribution of SRSF1 scores in all the tumors (left
panels, NSCLC) and in histological subtypes (right panels, ADC
and SCC). Statistical analysis was done using Kruskal-Wallis test.
(TIF)
Figure S4 Western blot analysis of P-SRSF2 protein
expression in H358 cells overexpressing SRSF2 (A) or
SRSF1 (B) protein. A. SRSF2 and its phosphorylated form are
overexpressed in H358 cells stably transfected with a Tet-
responsive SRSF2 vector and cultured in the presence (+) or
absence (2) of 1 mg/ml doxycyclin. The results obtained with two
different clones are presented. B. The anti-phospho SRSF2
antibody used in IHC does not recognize SRSF1 protein even
when overexpressed in stable H358 clone transfected with a
SRSF1 encoding vector. Tubulin was used as a loading control.
(TIF)
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Abstract It has been known for two decades that VEGF-A encodes several 
VEGF-A splice variants, which are termed VEGFxxx, according to the total num-
ber of amino acids in the mature protein. To date, nine VEGFxxx isoforms have 
been described, displaying different biodistributions and pro-angiogenic activi-
ties. Adding another level of complexity to VEGF-A biology, a new family of 
VEGF-A isoforms, termed VEGFxxxb, which exert anti-angiogenic functions, was 
discovered in 2002 and only differs from VEGFxxx polypeptides with regard 
to their C-terminal six amino acids. Therefore, reminiscent of what is observed, 
for instance, during apoptosis, the alternative splicing of VEGF-A pre-mRNA 
 generates two types of isoforms with antagonistic biological functions. As anti-
angiogenic therapies target both the VEGFxxx and VEGFxxxb families, VEGF-A 
pre-mRNA splicing may therefore impact tumor responses to these therapies. 
Consistently, recent clinical studies have highlighted VEGF-A splice variants as 
predictive biomarkers in response to bevacizumab. Hence, identification of the 
upstream signaling pathways that control VEGF-A pre-mRNA splicing, better 
characterization of the specific biological  functions played by each VEGF-A 
splice variant, and analysis of the impact of  anti- angiogenic therapies on VEGF-A 
pre-mRNA splicing are critical goals. The purpose of this chapter is to summarize 
the current knowledge in this field.
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21.1  Proteome Diversity Through Pre-mRNA Alternative 
Splicing: VEGF-A Does Not Escape the Rule
Deep sequencing of the human transcriptome has provided evidence that up to 90 % 
of human multi-exon genes undergo pre-mRNA alternative splicing (AS) (Pan et al. 
2008), and the role of AS in both physiological and pathological processes, such as 
cancer, is now well documented. For instance, many splice variants have been found 
to be misregulated in cancers (David and Manley 2010), among them VEGF-A- 
encoded splice variants.
21.1.1  The VEGFxxx Family
21.1.1.1  General Presentation
The human VEGF-A gene is located on chromosome 6 at 6p21.3 and spans 14 kb, 
with eight exons separated by seven introns (Vincenti et al. 1996) (Fig. 21.1). Two 
years after its discovery, VEGF-A was found to encode multiple protein isoforms 
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Fig. 21.1 (a) The human VEGF-A gene structure, consisting of eight exons and seven introns. 
(b) Focus on the C-terminal exon 8 of VEGF-A, the splicing of which generates either the VEGFxxx 
or VEGFxxxb subfamily. The proximal splice site (PSS) and distal splice site (DSS) are indicated. 
The nucleotide and amino acid sequences for exons 8a and 8b are depicted. (c) Illustration of all 
VEGF-A splice variants in each subfamily. The extracellular matrix affinity of the corresponding 
VEGF-A isoforms is indicated
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through exonic alternative splicing (Houck et al. 1991). To date, nine human 
VEGF-A splice variants, termed VEGFxxx (where xxx represents the total number of 
amino acids in the mature protein after signal sequence cleavage), have been 
described: VEGF111, VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF183, 
VEGF189, and VEGF206 (Ferrara 2004). At the structural level (Fig. 21.1), with the 
exception of VEGF111 (containing exons 1–4), all VEGFxxx isoforms contain exons 
1–5 and differ only by the inclusion/exclusion of exon 6a, 6b, or 7. Hence, VEGF189 
lacks the residues encoded by exon 6b, VEGF165 those encoded by exon 6, and 
VEGF121 those encoded by exons 6 and 7. Exons 6a and 7 encode highly conserved 
sequences that are rich in basic residues that confer an affinity for heparin- containing 
proteoglycans (Fig. 21.2). Therefore, VEGF121 is an acidic protein that does not 
bind heparin and is highly diffusible, whereas the VEGF206, VEGF189, VEGF183, 
VEGF162, and VEGF145 isoforms tightly bind to the heparan sulfate that is present 
at the cell surface and extracellular matrix (ECM) (Houck et al. 1992). The VEGF165 
isoform displays an intermediate pattern, as it contains only 15 basic amino acids 
within the 44 residues encoded by exon 7, and it is estimated that approximately 
50–70 % of the VEGF165 pool is anchored at the cell surface or ECM (Houck et al. 
1992). The VEGF-A isoforms in the ECM constitute a reservoir of growth factor 
that can be slowly released after exposure to heparin, heparan sulfate, and hepari-
nases or more rapidly mobilized by specific proteolytic enzymes, such as plasmin and 
urokinase-type plasminogen activator (uPA) (Plouet et al. 1997). Importantly, the loss 
of the heparin-binding domain after proteolytic cleavage reduces the  mitogenic activ-
ity of VEGF-A (Keyt et al. 1996). Therefore, VEGF-A pre-mRNA splicing controls 
both the biodistribution and bioactivity of VEGF-A, allowing the establishment of a 
gradient of VEGF-A during tumor angiogenesis, with the most diffusible isoform 
acting at distance to promote vascular recruitment, whereas the matrix-bound iso-
forms promote the local expansion of capillary beds (Grunstein et al. 2000).
All VEGF-A isoforms are secreted as antiparallel homodimers covalently linked 
by two disulfide bridges between Cys-51 and Cys-60 (Muller et al. 1997). At the 
structural level, all isoforms possess a dimerization domain and a VEGFR1 or 
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Fig. 21.2 Scheme of the functional domains of the VEGF-A protein encoded by each exon. The 
basic residues that confer affinity to heparin-containing proteoglycans are indicated. Because 
VEGF165b does not bind heparin, it has been proposed that exon 8b could exert a negative effect on 
heparin binding. Alternatively, exon 8a is required for heparin binding. Exons 3 and 4 encode 
VEGFR1 and VEGFR2 binding domains. Exons 5, 7, and 8a encode sequences that are required for 
VEGF-A binding to neuropilins. As a consequence, VEGFxxxb isoforms do not bind neuropilins
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VEGFR2 binding domain (Fig. 21.2). However, the isoforms display different 
binding affinities for the VEGF receptors, VEGFR1 (Flt-1) and VEGFR2 (KDR/
Flk-1), and for their co-receptors, neuropilin-1 (NRP1) and neuropilin-2 (NRP2) 
(Roskoski 2007). Hence, VEGF165 binds to VEGFR1 and VEGFR2, whereas 
VEGF189 preferentially binds to VEGFR1 unless cleaved by proteases. VEGF121 
exhibits a modestly reduced affinity for VEGFR1 and VEGFR2 in the presence 
of heparin when compared with VEGF165. Although all VEGF189, VEGF165, and 
VEGF121 isoforms are able to bind NRP1 (Delcombel et al. 2013), only VEGF165 
bridges the formation of VEGFR2/NRP1 ternary complexes (Soker et al. 2002), 
whereas VEGFR2 enhances the interaction between NRP1 and VEGF165 only (Pan 
et al. 2007a). Therefore, as compared with the other VEGFxxx isoforms, VEGF165 
displays optimal features in terms of biological potency. Indeed, VEGF165 is the 
only isoform that can fully rescue the tumorigenic phenotype in mouse VEGF−/− 
cells (Grunstein et al. 2000). Interestingly, matrix-bound VEGF165, but not soluble 
VEGF165, is able to trigger a sustained phosphorylation of VEGFR2 in endothelial 
cells, followed by a specific activation of the p38 MAPK pathway (Chen et al. 
2010). These data suggest that VEGFxxx isoforms transactivate specific downstream 
VEGFR-dependent signaling pathways depending on their ECM-binding ability.
21.1.1.2  VEGFxxx Isoforms: Distinct Functions and Pattern  
of Expression in Tumors
As determined by the cDNA analysis of a variety of cell types and tissues and tumor 
specimens, most VEGF-producing cells appear to preferentially express VEGF121, 
VEGF165, and VEGF189 mRNAs, with VEGF165 being the predominant isoform. 
VEGF121 mRNA is abundant in the lung and kidney, and VEGF189 mRNA is highly 
expressed in cardiac and vascular tissues, albeit to a lesser extent than VEGF165 and 
VEGF121 (Zygalaki et al. 2008). VEGF189 mRNA is preferentially expressed under 
conditions of increased stretch-induced cell tension and is thought to play a role in 
vascularization during bone repair (Faure et al. 2008). VEGF183 also has a wide tissue 
distribution and may have avoided earlier detection through confusion with VEGF189 
(Jingjing et al. 1999). By contrast, VEGF145 and VEGF206 mRNAs are rarely expressed 
and are seemingly restricted to cells of placental origin (Cheung et al. 1995).
In tumors, RT-PCR or RT-QPCR analyses have further revealed differential 
 patterns of VEGFxxx expression and have correlated this pattern with clinicopatho-
logical features. In lung and colon carcinomas, VEGF165 and VEGF121 mRNAs 
appear to be the most predominant transcripts (Zygalaki et al. 2007). VEGF165 
mRNA expression in many tumor types has been associated with progression, 
 invasion and metastasis, microvessel density, decreased survival rate, and a poor 
prognosis. In colon, renal cell, and lung carcinomas, the expression of VEGF189 
mRNA was associated with a worse prognosis (Ohta et al. 1996), and only VEGF189 
mRNA expression was found to be an independent prognostic indicator in a series 
of 130 non-small cell lung carcinomas (NSCLCs) (Matsuyama et al. 2009). VEGF189 
was also found to be necessary for the growth of NSCLC xenografts in vivo, 
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with VEGF189-overexpressing tumors being larger and displaying higher vessel per-
fusion and permeability than those overexpressing either VEGF121 or VEGF165 (Yuan 
et al. 2001). However, in lung cancer, high levels of VEGF121 mRNA have also been 
associated with a poor prognosis and lymph node metastasis (Oshika et al. 1998), 
and VEGF121 was found to promote lymphangiogenesis via the secretion of VEGF-C 
(Kawai et al. 2008). In addition, expression of VEGF121 mRNA was associated with 
the tumor progression of bladder and renal cell carcinoma (Li et al. 2000; Ljungberg 
et al. 2003) and with a worse prognosis in acute myeloid leukemia (Mourah et al. 
2009), and the VEGF121 isoform was found to be the most tumorigenic in prostate 
and breast cancers (Catena et al. 2007). In 2007, it was reported that VEGF111 mRNA 
was expressed in various tumor cell lines following treatment with such genotoxic 
agents as UV-B, camptothecin, and mitomycin C (Mineur et al. 2007).
Altogether, these data demonstrate that VEGF-A pre-mRNA splicing likely 
 contributes to tumorigenesis by providing another way to finely regulate VEGF-A 
bioactivity in addition to the activation of VEGF-A transcription. Such a notion is 
fully consistent with the data of Tozer and colleagues, which provided evidence that 
mouse fibrosarcoma cells that express only a single isoform of VEGFxxx produce 
tumors with different vascularization patterns, vessel wall structure, and barrier 
function (Tozer et al. 2008).
21.1.2  The VEGFxxxb Family: Six Amino Acids  
That Make the Difference
21.1.2.1  General Presentation
In 2002, a new family of VEGF-A splice variants, termed VEGFxxxb, was discov-
ered (Bates et al. 2002). VEGFxxxb splice variants share 94–98 % homology with 
VEGFxxx and result from the use of an alternative 3′ splice acceptor site in the final 
exon 8 of VEGF-A (Fig. 21.1). Hence, the use of a proximal splice site (PSS) in 
exon 8 leads to the inclusion of exon 8a and generates the VEGFxxx family, whereas 
the use of a distal splice site (DSS) located 66 nucleotides further downstream from 
PSS allows the inclusion of exon 8b and the generation of VEGFxxxb transcripts. At 
the protein level, VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms display the same lengths and 
amino acid sequences and differ only at the level of their C-terminal six amino 
acids. Indeed, exon 8a in VEGFxxx mRNAs encodes a CDKPRR sequence, whereas 
exon 8b in VEGFxxxb transcripts encodes an SLTRKD sequence (Ladomery et al. 
2007). This distinct C-terminal extremity strongly affects the VEGF-A tertiary 
structure (Cui et al. 2004), as the Cys-160 that forms a disulfide bond with Cys-146 
in exon 7 is replaced by an aspartic acid residue. In addition, the two highly charged 
arginine residues of the VEGFxxx proteins are replaced by a lysine and aspartic acid 
in the VEGFxxxb proteins, with a substitution of a proline by an arginine. As a con-
sequence, the VEGFxxxb isoforms retain both the VEGF tyrosine kinase receptor 
binding and dimerization domains but do not bind neuropilins and are not able to 
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fully activate VEGFR-dependent signaling pathways (Cebe Suarez et al. 2006; 
Kawamura et al. 2008; Delcombel et al. 2013). Indeed, VEGF165b does not exert its 
effect at full rotation on VEGFR2, which results in the rapid blockage of the ATP 
binding site, leading to transient and non-efficient VEGFR2 autophosphorylation 
(Harper and Bates 2008). Thus, although VEGF165b is able to stimulate endothelial 
cell proliferation and subsequent ERK activation under certain conditions, this 
occurs with less potency than with VEGF165 (Catena et al. 2010). In addition, unlike 
VEGF165, which induces VEGFR2 internalization and recycling to the plasma mem-
brane through Rab11 vesicles by a mechanism involving NRP1, VEGF165b pro-
motes the accumulation of phospho-VEGFR2 in Rab7 vesicles, which is indicative 
of receptor degradation (Ballmer-Hofer et al. 2011). At the biological level, in in 
vitro endothelial proliferation and migration assays, ex vivo isolated resistance ves-
sel myographs, and in vivo neovascular and tumor growth models, VEGF165b acts as 
a dominant negative isoform that specifically competes with and inhibits VEGF165 
effects on endothelial cell proliferation, migration, and vasodilatation, thereby 
inhibiting angiogenesis and tumor growth (Bates et al. 2002; Woolard et al. 2004; 
Rennel et al. 2008). VEGF121b also inhibits the migration of endothelial cells and 
reduces xenografted tumor growth through a direct effect on endothelial cells 
(Rennel et al. 2009). Interestingly, VEGF165b failed to bind heparin despite possess-
ing exon 7 (Delcombel et al. 2013), implicating exon 8a or an inhibitory function 
of exon 8b in this interaction. Therefore, as compared with VEGFxxx, VEGFxxxb 
isoforms could also possess distinct bioavailability.
21.1.2.2  VEGFxxxb Isoforms: Do They Exhibit a Differential  
Pattern of Expression in Tumors?
VEGF165b mRNA was the first VEGFxxxb mRNA identified by RT-PCR in kidney cor-
tex tissue (Bates et al. 2002). Subsequently, VEGF121b (Rennel et al. 2009), VEGF145b 
(Perrin et al. 2005), and VEGF189b mRNAs (Miller-Kasprzak and Jagodzinski 2008) 
were identified in various human tissues. Indeed, VEGFxxxb  isoforms are thought to 
form over 50 % of the total VEGF-A protein in normal,  non- angiogenic tissues, such as 
the dorsal root ganglia (71 %), lung (82 %), colon (>95 %), skin (>95 %) (Qiu et al. 
2009), and vitreous (66 %) (Perrin et al. 2005). By contrast, VEGFxxxb represents a 
small proportion of total VEGF-A in placenta (1.4 %) (Bates et al. 2006). Importantly, 
although VEGFxxx isoforms are overexpressed in many tumor types, the VEGFxxxb iso-
forms appear to be mainly downregulated in several cancers, including melanoma 
(Pritchard-Jones et al. 2007) and prostate (Woolard et al. 2004), colon (Varey et al. 
2008), kidney (Bates et al. 2002), and Wilms’ (Amin et al. 2011) carcinomas. 
In colorectal tumors, the downregulation of VEGF165b was associated with advanced 
stages, vascular invasion, and lymph node metastases (Diaz et al. 2008), and the absence 
of VEGFxxxb expression was found to predict metastatic spread in melanoma patients 
(Pritchard-Jones et al. 2007). Moreover, VEGF165b expression was downregulated 
as compared with VEGF165 in neuroblastoma, and rhVEGF165b was found to reduce 
neuroblastoma tumor growth rate in established xenografts (Peiris-Pages et al. 2010). 
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Therefore, a switch between the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms in favor of VEGFxxx 
exists in human tumors. Regardless, the persistence of VEGFxxxb expression, together 
with VEGFxxx, has also been reported in tumors. This is indeed the case in 70 % of clear 
renal cell carcinomas (Grepin et al. 2012) and in breast cancers in which the VEGFxxxb 
isoforms are upregulated compared to nonmalignant breast tissues (Catena et al. 2010). 
VEGF165b expression was also detected in stromal cells surrounding colorectal cancers 
and correlated with lower microvessel density (Tayama et al. 2011). Moreover, Bates 
and colleagues recently showed that a differential  pattern of VEGF165b protein expres-
sion exists in colon carcinoma, with tumors  displaying low or high levels as compared 
with normal tissues (Bates et al. 2012). Accordingly, we observed that approximately 
35 and 15 % of NSCLCs display low and high level of VEGF165b protein expression, 
respectively, as compared with  normal lung tissues (Boudria et al. in preparation). 
More interestingly, we found a significant association between high levels of VEGF165b 
and lymph node metastases in NSCLC. Thus, the role of VEGFxxxb isoforms during 
tumorigenesis might be more complex than previously imagined.
21.1.2.3  Analysis of VEGF-A Splice Isoforms in Tumors:  
What We Should Keep in Mind
As shown above, the analysis of distinct VEGFxxx isoforms in human tumors has 
been mainly performed by RT-PCR or RT-QPCR using primers specifically 
designed to amplify each VEGFxxx splice variant. However, in the vast majority of 
these studies, these primers were later shown to also co-amplify VEGFxxxb mRNAs. 
The same is true regarding the analysis of the VEGFxxx protein isoforms. Indeed, 
the antibodies used in the vast majority of in situ studies are pan-VEGF antibodies 
that recognize all VEGF-A isoforms, including VEGFxxxb isoforms. Hence, the 
commercial antibodies previously thought to specifically target VEGFxxx isoforms 
were later found to cross-react with rhVEGFxxxb proteins. To date, there is no tool 
for the  specific detection of VEGFxxx protein isoforms by Western blotting, as the 
use of a pan-VEGF antibody will allow the discrimination among VEGF121, 
VEGF165, and VEGF189 but not between the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms. 
Nonetheless, mouse monoclonal antibodies directed against the C-terminal nine 
amino acids of VEGF165b (CTRSLTRKD) have been developed; one (MVRL56/1), 
now commercially available, exhibits specificity for the VEGF165b isoform versus 
VEGF165 and does not cross-react with VEGF165 or VEGF121 recombinant proteins 
(Woolard et al. 2004). Therefore, until tools allowing the specific detection of 
VEGFxxx isoforms become available, a concomitant analysis of both total VEGF-A 
(using a pan-VEGF-A  antibody) and VEGFxxxb (using the specific MVRL56/1 
anti-VEGFxxxb antibody) proteins should be performed before drawing conclu-
sions regarding the status of VEGF-A in tumors. In addition, because VEGF-A is 
regulated at multiple posttranscriptional levels in addition to pre-mRNA splicing 
and it is not known whether the mRNA and protein levels are strictly correlated, 
concomitant analyses of both VEGFxxx/VEGFxxxb mRNA and protein levels should 
also be performed.
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21.1.3  Molecular Mechanisms Regulating VEGF-A  
Pre- mRNA Splicing
Several transcription factors, such as hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), inflam-
matory cytokines, growth factors, or oncogenes, have been identified as upstream 
transcriptional activators of VEGF-A (Ferrara 2004). By contrast, although 
VEGF-A splice isoforms were described for the first time in 1989, very little is 
known about the molecular mechanisms that control VEGF-A pre-mRNA splicing 
(Fig. 21.3).
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Fig. 21.3 (a) The upstream stimuli that have been shown to modify the balance between VEGFxxx 
and VEGFxxxb isoforms. (b) The cellular signaling pathways that affect the choice between the 
proximal splice site (PSS) and distal splice site (DSS) in exon 8, thereby allowing the expression 
of either the VEGFxxx or VEGFxxxb splice variant. The SRSF1 protein favors PSS selection, 
whereas the SRSF6 or SRSF2 protein favors DSS. The potential link between RNA and DNA 
machineries is illustrated. In this setting, transcription factors, such as E2F1, could cooperate with 
SR proteins to control pre-mRNA splicing. In addition, the elongation rate of DNA polymerase II 
could also affect pre-mRNA splicing. TF transcription factor
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21.1.3.1  Molecular Determinants of VEGFxxx Pre-mRNA Splicing
It was previously shown that the splicing factor SAM68 (Cohen et al. 2005), 
the U2AF65-related protein CAPER (Dowhan et al. 2005), and a putative chloride 
channel, pICn (Li et al. 2004), control VEGFxxx pre-mRNA splicing. Progesterone 
selectively was reported to increase the expression of the VEGF189 isoform in 
the human uterus (Ancelin et al. 2002). Moreover, an exonic splicing silencing 
(ESS) sequence was recently described in exon 6a, though the regulatory proteins 
interacting with it remain unknown (Wang et al. 2009). In endometrial cancer cells, 
low pH (acidosis) significantly upregulated the VEGF121 mRNA level when com-
pared with the VEGF145, VEGF165, and VEGF189 isoforms through a mechanism 
involving the p38 MAPK pathway and splicing factors of the SR proteins family, 
namely, SRSF1 (formerly SF2/ASF), SRp20, and SRp40 (Elias and Dias 2008). 
In addition, incubation with phorbol myristate acetate (PMA), an activator of 
PKC activity, induced the expression of VEGF206 in human skin mast cells, which 
 normally express the VEGF121, VEGF165, and VEGF189 isoforms (Grutzkau 
et al. 1998). As previously discussed, VEGF111 mRNA was specifically induced by 
genotoxic stress in several tumor cell lines and human xenografts in nude mice upon 
treatment with camptothecin (Mineur et al. 2007); however, the molecular mecha-
nisms involved remain unknown.
21.1.3.2  Molecular Pathways That Control the Balance Between  
VEGFxxx and VEGFxxxb Splice Variants
Bates’s group has mainly contributed to the identification of upstream regulators 
of the VEGFxxxb isoforms. In 2008, Nowak and colleagues first demonstrated in 
primary epithelial cells that insulin growth factor (IGF1) and tumor necrosis factor 
alpha (TNF-α) treatment favor the selection of the PSS, thereby increasing VEGFxxx 
production, whereas tumor growth factor beta 1 (TGF-β1) favors DSS selection, 
increasing VEGFxxxb (Nowak et al. 2008) (Fig. 21.3). Using epithelial cells overex-
pressing various SR proteins, these authors further demonstrated that SRSF1 favors 
PSS selection by binding a 35-nucleotide sequence of exon 8a upstream of PSS, 
whereas SRSF6 (formerly SRp55) favors DSS by binding to a 35-nucleotide region 
of the 3′UTR immediately downstream of the stop codon in exon 8b. TGF-β1 action 
requires the activity of p38 MAPK and CLK/STY kinases, whereas IGF1 involves 
both PKC and SRPK1/2, the latter being the specific kinases of SR proteins (Nowak 
et al. 2010). Consistent with a crucial role of SR proteins in controlling the balance 
between VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms both under normal and pathological con-
ditions, elevated VEGF165b expression was correlated with the increased expression 
of TGF-β1 and SRSF6 in keratinocytes, fibroblasts, endothelial cells, and perivas-
cular inflammatory cells of patients suffering from systemic sclerosis (Manetti et al. 
2011). In addition, we provided the first evidence that the transcription factor E2F1 
favors VEGF165b expression via a mechanism involving SRSF2 (formerly SC35), 
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another SR protein, in lung adenocarcinoma cell lines and xenografts in nude mice 
(Merdzhanova et al. 2010). Later, Bates and colleagues showed that mutations in 
WT1, the Wilms’ tumor suppressor gene, suppress VEGF165b expression and 
cause abnormal gonadogenesis, renal failure, and Wilms’ tumors (Amin et al. 
2011). In WT1 mutants, SRPK1 was upregulated through the derepression of its 
transcription, leading to the phosphorylation and nuclear accumulation of SRSF1, 
thereby favoring VEGFxxx isoforms. Interestingly, sodium butyrate (NaBu), 
a histone deacetylase inhibitor, increased VEGF121b, VEGF165b, and VEGF189b 
mRNA and protein levels in immortalized human lung microvascular endothelial 
cells (HLMECs) (Ciura and Jagodzinski 2010). As we demonstrated that the 
treatment of human lung adenocarcinoma cell lines with NaBu or cisplatin 
increased the expression level of SRSF2 (Edmond et al. 2011a, b), it is tempting 
to speculate that  therapies could modify VEGF-A pre-mRNA splicing through 
the modulation of SR protein expression (see Sect. 21.2.2). In addition, as pre-
mRNA splicing is known to occur co-transcriptionally, one might postulate that 
SR proteins could cooperate with the transcription factors that control VEGF-A 
transcription to modulate VEGF-A pre-mRNA splicing, as what we found for 
E2F1 and SRSF2. Whether HIF1 plays a role in this scenario remains a very 
intriguing question.
21.2  Does VEGF-A Pre-mRNA Splicing Play a Role  
in the Response to Anti-angiogenic Therapies?
21.2.1  Anti-angiogenic Therapy Failure: Patient  
Selection Is Critical
One of the main problems with the use of anti-angiogenic therapies is the absence 
of effective predictive biomarkers. In a meta-analysis of published randomized 
controlled trials (RCTs), Ranpura and colleagues showed that the addition of 
bevacizumab is associated with an increased risk of fatal adverse events (FAEs) 
in patients receiving taxanes or platinum salts compared with chemotherapy 
alone (Ranpura et al. 2011) and was not restricted to an anti-VEGF antibody. 
Indeed, another meta- analysis derived from 10 randomized RCTs including 
4,679 patients receiving either sorafenib, sunitinib, or pazopanib also found an 
increased risk of FAEs following the use of these VEGFR TKIs compared with 
control patients (Schutz et al. 2012). Therefore, biomarkers are urgently needed 
to select patients that will benefit from such therapies. In addition, a better under-
standing of the molecular mechanisms involved in primary or acquired tumor 
resistance to these therapies is crucial in the development of new therapeutic 
strategies.
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21.2.2  Anti-angiogenic Therapies Used Alone or in 
Combination Regulate VEGF-A Pre-mRNA Splicing
Several clinical studies have shown acute increases or decreases in circulating total 
VEGF-A levels after bevacizumab delivery (Lambrechts et al. 2013). By contrast, 
the impact of anti-angiogenic therapies on VEGF-A pre-mRNA splicing has not yet 
been investigated. We recently addressed this question and provided the first evi-
dence that treating human lung adenocarcinoma cell lines with bevacizumab alters 
the VEGF165b/pan-VEGF ratio in favor of VEGF165b (Boudria et al. in preparation). 
Similar results were obtained when SU5416, a VEGFR TKI, was used. Consistent 
with our data, intravitreal bevacizumab injection in an oxygen-induced retinopathy 
mouse model also increased the relative protein expression of the VEGF165b isoform 
while inhibiting the protein level of total VEGF-A isoforms (Shi et al. 2013). 
Although these results must be extended to other tumor types and/or other VEGFR 
TKIs, such as sorafenib or sunitinib, they demonstrate the impact of anti-angiogenic 
therapies on VEGF-A pre-mRNA splicing.
Bevacizumab is never used alone and is always combined with conventional che-
motherapies for the treatment of breast, lung, colon, and kidney carcinomas. 
However, as it has been shown that chemotherapies increase VEGF-A mRNA 
expression in cancer cells (Fan et al. 2008), it is possible that chemotherapies either 
used alone or in combination with anti-angiogenic therapies also impact VEGF-A 
pre-mRNA splicing. In NSCLCs, bevacizumab is combined with platinum salts 
(cisplatin or carboplatin) and with paclitaxel or gemcitabine. Interestingly, we found 
that treating NSCLC cell lines with these drugs significantly increased the VEGF165b 
protein level, though it decreased the expression of total VEGF-A (Boudria et al. in 
preparation). More interestingly, when bevacizumab was added to these chemo-
therapies, a stronger accumulation of VEGF165b protein was observed in these cells, 
and VEGF165b prevented cisplatin-induced apoptosis. Therefore, the combination of 
bevacizumab and cisplatin could select tumor cells that are more resistant to apop-
tosis through the upregulation of VEGF165b. Of note, cells overexpressing VEGF165b 
were also less sensitive to hypoxia-induced apoptosis, thereby suggesting that 
VEGF165b could be a general inhibitor of apoptosis. Our results are consistent with 
recent data demonstrating that VEGF165b exerts a neuroprotective function in hip-
pocampal, cortical, and retinal neurons by activating VEGFR2 and p42/44 MAPK 
and preventing apoptosis (Beazley-Long et al. 2013).
Therefore, such anti-angiogenic therapies as bevacizumab, alone or in combination 
with chemotherapies, appear able to control VEGF-A pre-mRNA splicing and to favor 
the expression of VEGFxxxb isoforms, at least in NSCLC cell lines. Such an effect might 
play a role in tumor adaptative resistance (see Sects. 21.2.3 and 21.2.4). Whether SR 
proteins are involved in this alternative switch remains largely unknown, but we 
observed that cisplatin, bevacizumab, and SU5416 increased SRSF2 and SRSF6 protein 
levels in our cellular models, a result that was consistent with VEGFxxxb accumulation. 
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In addition, whether chemotherapies and/or anti- angiogenic therapies control the 
expression level of distinct VEGFxxx/VEGFxxxb splice variants from each VEGF-A 
 subfamily remains to be determined.
21.2.3  VEGF-A Splice Variants: Can They Predict Responses 
to Anti-angiogenic Treatments?
21.2.3.1  The VEGFxxxb/Pan-VEGF Ratio: A Predictive Biomarker  
of Responses to Bevacizumab
The discovery of the VEGFxxxb subfamily has complicated the simple view that 
targeting VEGF-A could be beneficial to patients. Hence, VEGF-A was found to 
encode both “bad” (pro)- and “good” (anti)-angiogenic isoforms, which are both 
targeted by bevacizumab with the same affinity, leading to the question of whether 
VEGF-A pre-mRNA splicing is the key to anti-angiogenic therapeutics (Harper and 
Bates 2008). The first evidence demonstrating that VEGF165b expression has an 
impact on the efficacy of bevacizumab came from the study of Varey and colleagues 
(Varey et al. 2008), who showed that xenografts in mice derived from human 
VEGF165b-overexpressing colon cancer cells grow more slowly than those bearing 
VEGF165-overexpressing cancer cells. Consistent with an impairment of tumor 
angiogenesis, the VEGF165b-overexpressing xenografts were less vascularized and 
displayed greater areas of necrosis. More importantly, the authors further demon-
strated that the dose of bevacizumab required to prevent tumor growth in VEGF165-
overexpressing tumors had no effect on the VEGF165b-expressing tumors. This in 
vitro model predicting that bevacizumab would be less efficient in colorectal cancer 
patients who exhibited an excess of VEGFxxxb over VEGFxxx compared with those 
with an excess of VEGFxxx was recently validated in situ. In 149 metastatic colorec-
tal cancer patients from the E3200 clinical trial of FOLFOX4 ± bevacizumab, the 
unadjusted analysis of the progression-free survival (PFS) showed a significantly 
better outcome for patients with intra-tumoral VEGF165b/VEGFtotal ratio scores 
below the median treated with FOLFOX4 + BVZ compared with FOLFOX4 alone 
(Bates et al. 2012). Although these data need to be extended to a larger series of 
patients and to other tumor types, they suggest that a low VEGF165b/VEGFtotal ratio 
might be a predictive marker for response to bevacizumab, at least in metastatic 
colorectal cancer. In addition, studies investigating the predictive potential of VEGFxxxb 
in response to other anti-angiogenic therapies used clinically, such as VEGFR TKIs, 
are lacking. As the VEGFxxxb isoforms antagonize VEGFR1/VEGFR2 angiogenic 
signaling, one might predict that patients with significant levels of VEGFxxxb would be 
less sensitive to VEGFR TKIs.
Importantly, a lack of correlation between intra-tumoral and plasma VEGF-A 
 protein levels was recently demonstrated (Hegde et al. 2013); however, it is not known 
to date whether this is also true for VEGFxxxb isoforms. Therefore, both the circulating 
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and tumoral VEGFtotal and VEGFxxxb levels should be taken into account when seeking 
a correlation between VEGF-A status and tumor response to anti- angiogenic treat-
ments in situ.
21.2.3.2  Plasma Level of Short VEGF-A Isoforms but Not of Total 
VEGF-A Predicts Outcome After Anti-angiogenic Therapies
In NSCLC and colorectal and renal cell carcinomas, an association between a high 
circulating VEGF-A level and a shortened progression-free or overall survival was 
recently described, regardless of bevacizumab treatment (Hegde et al. 2013). 
Therefore, the plasma levels of total VEGF-A can serve as a prognostic rather than 
a predictive marker. However, when an ELISA assay that preferentially detects 
short VEGF-A isoforms (VEGF121 and VEGF111) was used, an association between 
high basal plasma levels of VEGF121 and improved PFS and/or overall survival (OS) 
after bevacizumab treatment was found in breast, pancreatic, and gastric carcinomas 
but not in metastatic colorectal, renal, and lung cancers (Lambrechts et al. 2013). 
Therefore, VEGF121 appears to be a promising candidate biomarker for bevaci-
zumab response, at least in certain cancers. As previously discussed, the discrepancy 
between tumors might reflect a distinct role of the VEGFxxx isoforms depending 
on the tumor type and/or chemotherapies combined with anti-angiogenic  treatments. 
In addition, the use of citrated plasma, which has minimal effect on platelet activa-
tion, rather than EDTA-treated plasma could also affect the results.
21.2.4  VEGF-A Splice Variants as Predictive Biomarkers  
for Anti-angiogenic Therapies: How Does It Work?
21.2.4.1 Paracrine Effects on Endothelial Cells
Several hypotheses have been proffered regarding VEGF165b potential as a predic-
tive biomarker for bevacizumab response. First, it has been proposed that the con-
centration of effective bevacizumab could be lowered in patients with higher 
VEGF165b concentrations, as more of the antibody is bound to VEGF165b and not to 
VEGF165, thereby diminishing the anti-angiogenic activity of VEGF165b while 
increasing the amount of free pro-angiogenic VEGF165. Conversely, patients with 
lower VEGF165b levels may have a more angiogenic-progressive tumor than the 
high VEGF165b group, thereby rendering the tumor more susceptible to bevaci-
zumab + FOLFOX (Bates et al. 2012). This more angiogenic profile could also 
explain why patients with higher levels of soluble VEGF121 are more susceptible to 
bevacizumab, as this diffusible short isoform may more accurately reflect the levels 
of bioactive VEGF-A and the vascular dependence of the tumor. This hypothesis is 
also consistent with another study identifying a VEGF-dependent gene signature 
[AU5]
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specifically expressed in the tumor vascular compartment in which high expression 
correlated with enhanced VEGF-A downstream bioactivity and with an increased 
response to bevacizumab in colorectal cancers (Brauer et al. 2013). Alternatively, as 
bevacizumab does not prevent interaction between VEGF-A and NRP1 or NRP2, 
blocking the VEGF-A/VEGFR signaling pathways could induce compensatory 
mechanisms leading to the activation of VEGF-/NRP-dependent networks. 
Consistently, it has been shown that anti-NRP1 antibodies have an additive effect on 
anti-VEGF therapy in reducing tumor growth through vessel normalization (Pan 
et al. 2007b). As the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms do not display the same affin-
ity for NRP, such a compensatory response to anti-angiogenic therapies could 
thereby be dependent on the balance between both VEGF-A subfamilies.
21.2.4.2 Autocrine Effects on Tumor Cells
Compared with the large number of publications related to VEGF-A endothelial 
functions, only a few studies have analyzed its autocrine effects on tumor cells that 
express VEGFR and/or NRP. Moreover, almost nothing is known regarding the 
functions of distinct VEGF-A splice variants in this setting. This situation is some-
what surprising because anti-angiogenic therapies, first designed to target endothe-
lial cells, might directly impact the tumors themselves via the regulation of this 
autocrine loop. Alternatively, VEGF-A-regulated autocrine loops could contribute 
to primary or acquired resistance to these therapies.
VEGF-A: Not Only a Pro-tumoral Factor in Tumor Cells?
It is currently acknowledged that VEGF-A exerts pro-proliferative/survival functions 
on tumor cells (Lichtenberger et al. 2010). As an example, the VEGF-A/VEGFR2/
NRP1 autocrine loop was found to promote glioma stemlike cell viability and tumor 
growth and to limit the impact of bevacizumab treatment (Hamerlik et al. 2012). 
However, recent studies have highlighted unexpected VEGF-A antitumoral functions, 
increasing the complexity of the approach that blocking VEGF-A would always be 
beneficial. Indeed, VEGF189 was found to induce NRP1-dependent apoptosis in breast 
cancer cell lines, whereas VEGF165 acted as a survival factor (Vintonenko et al. 2011). 
In addition, the combination of high VEGF-A, VEGFR1, and VEGFR2 protein expres-
sion was associated with an improved progression-free survival in early squamous cell 
carcinoma of the lung in those who are not eligible for bevacizumab treatment owing 
to severe complications (Pajares et al. 2012). It is noteworthy that this effect was inde-
pendent of endothelial cells, as no correlation was found between VEGF or its recep-
tors and microvessel density. More strikingly, VEGF165 was highlighted as a negative 
regulator of tumor cell invasion in glio blastoma through the inhibition of c-Met activity 
(Lu et al. 2012). In resistant  glio blastoma patients, bevacizumab increased MET activa-
tion and contributed to the emergence of cells with a more invasive phenotype, which 
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correlated with the expression of mesenchymal markers (Lu et al. 2012; Jahangiri et al. 
2013). Taken together, these data highlight the distinct autocrine functions of VEGFxxx 
splice variants in tumors and their potential as determinants of tumor responses to anti- 
angiogenic therapies.
VEGF165b: A Pro-invasive Factor in NSCLCs
In human lung adenocarcinoma cell lines and mouse xenografts, we found that 
 bevacizumab treatment triggered a more invasive phenotype that correlated with 
the activation of both the VEGFR1 and VEGFR2 signaling pathways and with the 
acquisition of some mesenchymal markers and the secretion of metalloproteases 
(Boudria et al. in preparation). Importantly, because the specific neutralization of 
VEGF165b by siRNA was found to reverse the effects mediated by bevacizumab 
and to inhibit tumor growth, all these effects were dependent on VEGF165b, but not 
VEGF165, expression. Conversely and consistent with VEGF165b controlling a 
 pro- tumoral autocrine loop in NSCLCs, xenografts derived from VEGF165b- 
overexpressing cells, despite being less angiogenic, grew more rapidly than control 
tumors and displayed markers of EMT. Altogether, our data support a model in 
which bevacizumab induces a more invasive phenotype through the activation of a 
VEGF165b-dependent autocrine loop (Boudria et al. in preparation). Our results are 
somewhat consistent with the results of Catena and colleagues who showed that the 
stable overexpression of either VEGF121b or VEGF165b protein in A549 human lung 
adenocarcinoma cells resulted in a significant increase in tumor development over 
the controls, even though no significant differences in vascular density were found. 
Additionally, in prostate PC-3 xenografted tumors, a reduction, as opposed to 
an increase, in the number of apoptotic cells was observed when VEGFxxxb- 
overexpressing cells were injected, as compared with controls (Catena et al. 2010). 
Although we were not able to examine the correlation between VEGF165b status and 
response to bevacizumab in situ in NSCLC patients, our findings correlate well with 
our observations associating high VEGF165b protein levels with lymph node metas-
tases in NSCLC. The data also suggested that NSCLC patients with high VEGF165b 
levels could be less sensitive to bevacizumab, whereas bevacizumab could contrib-
ute to the emergence of more invasive tumor cells in patients displaying lower 
VEGF165b levels. Therefore, the balance between VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms 
also controls the autocrine loops potentially involved in tumor responses to anti- 
angiogenic therapies.
Taken together, all these studies provide evidence that both VEGF-A-dependent 
paracrine and autocrine loops must be taken into account when investigating the 
overall response to anti-angiogenic therapies. In addition, until more details 
are known regarding the role and expression of distinct VEGF-A splice variants, it 
should be considered that the impact of anti-angiogenic therapies could be drasti-
cally different, even deleterious, depending on the tumor type and/or which VEGF-A 
splice variant is expressed.
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21.2.5  Pre-mRNA Splicing: A Reservoir of Biomarkers  
for Anti-angiogenic Treatments
In addition to VEGF-A, many proteins involved in the angiogenic cascade are 
alternatively spliced isoforms. As an example, the pre-mRNA alternative splicing 
of VEGFR1, VEGFR2, or NRP1 generates soluble splice receptors that can, or are 
predicted to, act as natural inhibitors. Consistent with a role of these splice variants 
in responses to anti-angiogenic treatments, posttreatment changes in plasma 
sVEGFR2 were significantly correlated with tumor shrinkage in NSCLC patients 
treated with pazopanib (Nikolinakos et al. 2010). In addition, sVEGFR1 plasma 
levels were inversely correlated with the outcome of patients treated with either 
bevacizumab or anti-VEGFR TKIs in rectal, metastatic colorectal, and breast 
 cancers and hepatocellular carcinoma (Lambrechts et al. 2013). Conversely, low 
intra- tumoral VEGFR1 expression was found to correlate with improved progres-
sion-free or overall survival after bevacizumab delivery in colorectal and gastric 
carcinomas, respectively. Therefore, it appears that a switch in VEGFR1 pre-
mRNA splicing occurs in tumors and could play a role in the response to anti-
angiogenic therapies. Such an effect could be related to a recent study demonstrating 
that VEGF-A itself induces the expression of sVEGFR1 while leaving expression 
of the full-length VEGFR1 unchanged in human vascular endothelial cells via a 
mechanism involving the VEGFR2 protein kinase cMEK signaling pathway 
(Saito et al. 2013). Although further analyses dissecting the role played by these 
splice variants during the response to anti-angiogenic therapies are needed, it is 
likely that pre-mRNA splicing will highlight new potential biomarkers in the future 
(Fig. 21.4).
21.2.6  Combining Anti-angiogenic Therapies with Drugs 
Targeting the Pre-mRNA Splicing Machinery:  
New Therapeutic Strategies in the Future
Based on the above data, one might propose that novel therapeutic strategies com-
bining both anti-angiogenic therapies with drugs targeting the pre-mRNA splicing 
machinery should be developed (Fig 21.4). SRPK inhibitors are among these new 
drug candidates, as their use is thought to reduce the synthesis of pro-angiogenic 
isoforms of VEGF-A, consequently decreasing angiogenesis. Consistent with such 
a hypothesis, selective SRPK inhibitors reduce choroidal neovascularization in vivo 
when administered topically (eye drop) in rats and mice with exudative age-related 
macular degeneration (wet AMD) (Gammons et al. 2013). In addition, the injection 
of SRPIN340, an SRPK1/2 inhibitor, reduced angiogenesis in a mouse model of 
retinal neovascularization (Nowak et al. 2010). SRPKs could also be a good target 
in cancer as they are overexpressed in many tumor types compared with normal 
 tissues, including NSCLC (Gout et al. 2012). Indeed, SRPK1 inhibition prevented 
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angiogenesis and associated tumor growth in Wilms’ tumors (Amin et al. 2011). 
Although decreasing the expression of pro-angiogenic VEGFxxx isoforms while 
increasing that of anti-angiogenic VEGFxxxb might not always be beneficial (see 
Sect. 21.2.4), SRPK inhibitors could cooperate with anti-angiogenic therapies to 
prevent neovascularization and tumor growth in certain tumor types. More gener-
ally, pharmacological inhibitors of other components of the spliceosome are cur-
rently tested in cancer, one of which, spliceostatin A, was found to block angiogenesis 
by reducing the total amount of VEGF transcript (Furumai et al. 2010). Therefore, 
additional experiments are needed to select the most appropriate drug and combi-
nation. In addition, further experiments are needed to improve our fundamental 
knowledge regarding the contribution of pre-mRNA splicing to angiogenesis and 
response to anti-angiogenic therapies. To this end, the development of new tools/
assays that recognize specific VEGF-A splice variants is crucial to clarify what, if 
any, role distinct VEGF-A splice isoforms have during the tumorigenic process and 
the response to anti-angiogenic therapies.
sVEGFR2
Plasma levels
VEGFxxx
VEGFxxxb
Predictive
biomarkers of
response to anti-
angiogenic
therapies
VEGF121
Plasma levels
sVEGFR1
Plasma levels
Pre-mRNA splicing
VEGFR1
Intra-tumoral levels
Intra-tumoral levels
Drugs targeting
pre-mRNA splicing
machineries
SRPK1/2
inhibitors
Spliceostatin A
Fig. 21.4 Relationships between pre-mRNA splicing and the response to anti-angiogenic therapies. 
Pre-mRNA splicing is proposed as a reservoir for predictive biomarkers. New therapeutic strate-
gies combining both anti-angiogenic therapies and drugs targeting the pre-mRNA splicing machin-
eries are illustrated as such a combination that could modulate the expression level of these 
pre-mRNA splice variants and thereby improve patient outcomes
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